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1 EINLEITUNG

Die bis jetzt Uber die somatische Embryogenese durchgefihrten Versuche haben eine
entscheidende Abhangigkeit von der Zusammensetzung des Nahrmediums fir die
Kulturen gezeigt. In den ersten Untersuchungen zur somatischen Embryogenese wurde
z.B. der KokosnuBmilch als Komponente des Ndhrmediums eine grofe Bedeutung
beigemessen (Reinert, 1958; Steward et al., 1958). Weitere Untersuchungen zeigten,
dal3 sowohl fir die Induktion der Embryogenese als auch fir die Entwicklung der
Embryonen die Kokosnuf3milch durch ein genau definiertes Kulturmedium zu ersetzen
war (Halperin und Wetherell, 1964). Bereits in diesen frihen Arbeiten wurde neben
reduziertem Stickstoff die Bedeutung eines Auxins oder einer auxindhnlichen Substanz
fUr die Induktion der somatischen Embryogenese erkannt (Reinert, 1959; Steward et al.,
1970).

In den Anfangsstadien der somatischen Embryogenese und der Gewebekultur fallen alle
Einflisse einer erneuten, sich spéter ergebenden Differenzierung weg, wodurch
neutrales Untersuchungmaterial, lebende Zellen der hoheren Pflanzen im
Gewebeverband, zur Verfigung stehen. Die Methode der Gewebekultur fand bisher
weitgehend Verwendung in morphologischen und entwicklungsphysiologischen
Untersuchungen. Die Tatsache, da? mit diesem Gewebematerial die Mdglichkeit
gegeben ist, physiologische Fragen unter Ausschaltung von Differenzierung und
Transporteinflissen an Zellen hoherer Pflanzen im Gewebeverband zu untersuchen,
fuhrte zu dem Ergebnis, da3 in der Pflanzenerndhrung und Pflanzenphysiologie das
Problem der Mikronahrstoffe an Bedeutung gewonnen hat (Neumann, 1962). Dieses
Material ist geeignet, um den Einflul? des Elements Bor auf die pflanzliche Physiologie
zu untersuchen, wobei vorerst nicht entschieden werden kann, ob die bei
Gewebekulturen erhaltenen Ergebnisse auf die normale lebende Pflanze Ubertragbar

sind.



2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Somatische Embryogenese

Die Verwendung der Totipotenzyphanome ist seit tausenden von Jahren, seit die
asexuelle Vermehrung von Pflanzen durch die Menschen genutzt wird, bekannt.

Obwohl manche Pflanzenarten, wie z.B. Citrus aurantium, somatische Embryonen (d.h.
die Embryonenentstehung und -entwicklung aus somatischen Zellen und nicht aus
einem Fusionsprodukt von Gameten) bzw. apomiktischen Samen natirlicherweise
produzieren, vertffentlichte vor ungeféhr 90 Jahren Haberlandt (zit. nach Kohlenbach,
1984) seine Erkenntnisse, dal3 eine Herstellung von somatischen Embryonen aus
somatischen Zellen moglich sein sollte, und seine Versuche mit isolierten Blattzellen
fuhrten zur Etablierung der in-vitro-Kultur (Kohlenbach, 1984). Dal? die somatischen
Embryonen, die sich aus somatischen Zellen differenzieren, strukturell und biochemisch
den zygotischen Embryonen dhnlich sind, berichteten zum ersten Ma unabhangig
voneinander Reinert (1958) und Steward et al. (1958). Sie forschten Uber die Bildung
somatischer Embryonen in Suspensionskulturen von Wurzelexplantaten von Daucus
carota.

Seit dieser Pionierarbeit Uber die somatische Embryogenese steigt die Anzahl von in-
vitro-Systemen, in denen die somatische Embryogenese induziert werden kann. Zur Zeit
ist die somatische Embryogenese ein weit verbreitetes Untersuchungssystem, und es
wird von Uber 80 Spezies aus 33 Familien von Gymnospermen, Monocotylen und
Dicotylen berichtet, die fahig sind, somatische Embryonen zu bilden (Ammirato, 1983;
Behrendt, 1994), und die Anzahl der Verdffentlichungen steigt weiter an. Unter den
Pflanzenfamilien, bel denen die somatische Embryogenese nachgewiesen wurde,
scheinen Pflanzen aus den Familien der Apiaceae, Rutaceae, Ranunculaceae und
Solanaceae eine grol3ere Bereitschaft zur somatischen Embryogenese mitzubringen as
Gattungen anderer Familien (Raghavan, 1986 ).

Ausgangsmaterial fir embryogene Kulturen sind je nach Pflanzenart unterschiedliche

Pflanzenteile bzw. -organe. Es sind dies z.B. fUr Daucus carota L.: Petiole (Fujimura



und Komamine 1975; LI und Neumann 1985; Schéfer et a. 1985), Hypokotyl (Kato
1968; Nomura und Komamine 1985), Blatt (Chen und Holden 1973), Primarwurzeln
(Smith und Street 1974), die Vorratswurzel (Ammirato und Steward 1971; Neumann
und de Garcia 1974), Blutenstiel (Halperin und Wetherell 1964), zygotische Embryonen
(Steward et al., 1964) und auch somatische Embryonen (Ammirato und Steward, 1971).
Embryonen konnen auch aus Axillarknospen, aus Blutenteilen einschliefflich
befruchteter und unbefruchteter Samenanlage, dem Endosperm, den Antheren und
Mikrosporen gebildet werden (Tisserat et al., 1979).

Uber die grundlegende Regulation der somatischen Embryogenese ist wenig bekannt. In
jedem Fall sind daran verschiedene hormon-kontrollierte Prozesse beteiligt (Raghavan,
1986). Im algemeinen sind zur Induktion und zur Erhaltung bzw. zur Vermehrung des
embryogenen Potentials Auxine essentiell. Dagegen setzt die Embryonalentwicklung
ein auxinreduziertes oder auxinfreies Medium voraus (Grieb, 1992; Neumann und
Grieb, 1992).

Der Verlauf der somatischen Embryogenese kann in eine Induktionsphase und eine
Realisierungsphase unterschieden werden. Zwischen diesen beiden Phasen kann eine
Vermehrungs- und Erhaltungsphase eingeschoben werden (Grieb, 1992, Tran Thi, 2000,
vgl. Abb. 1). In Anwesenheit von Auxinen setzt die Induktionsphase ein, die in
Determinations-, Transformations- und Initiationsphase eingeteilt wird. Unter der
Transformationsphase wird der histologisch nachweisbare Prozel3 der intensiven
Cytoplasmazunahme verstanden (Li und Neumann, 1985). Es gibt fur die
Determinationsphase keine direkten Nachweise (Mohr und Schopfer, 1992). Wahrend
der Intiationsphase teilt sich die transformierte cytoplasmareiche Zelle und folgt
entweder einer direkten oder einer indirekten Entwicklung Gber multizellulare Stadien.
Die Uberfihrung der Explantate mit den embryogen kompetenten Zellen in ein
auxinfreies Medium oder auxinreduziertes Medium erméglicht dann die
Embryonalentwicklung, an deren Ende der reife Embryo steht (Realisierungsphase)
(Grieb, 1992; Grieb und Neumann, 1992).
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22 Bor und Bor-Bedarf von lebenden Systemen, insbesondere fur das

Pflanzenwachstum

Bor, dessen Verfugbarkeit in einer ausreichenden Menge fir das normale Wachstum der
hoheren Pflanzen unentbehrlich ist (Rashid et al., 1994; Shelp et al., 1995; Wimmer und
Goldbach, 1999), ist ein Mitglied der Gruppe der Metalloide, zu der auch Silizium und
Germanium gehdren. Diese Elemente stehen nach ihren Eigenschaften zwischen
Metalen und Nichtmetallen und deshalb haben die meisten von ihnen viele
verschiedene Funktionen in den Pflanzen. Das Boratom ist klein und hat nur drei
Vaenzen. In wassrigen Losungen liegt Bor hauptsachlich in Form der schwachen
Borsdure H3BOs; (oder B(OH)3) vor. Bei dem in Nahrlésungen vorherrschenden
physiologischen pH-Wert <8 findet man vorwiegend undissoziierte Borsdure, die bei
der Aufnahme durch Wurzeln bevorzugt wird (Marschner, 1995). Die Bor-Absorption
ist verstandlicherweise pH-abhangig. Dementsprechend nimmt die Bor-Verflgbarkeit
oberhalb des pH-Werts 6,3 bei weiterem pH Wert - Anstieg ab. Im pH-Bereich < 6,3 hat
demgegentber der pH-Wert keinen Einflul3 auf die Verflgbarkeit von Bor (Mengdl,
1991) .

Bor wird wahrscheinlich in undissoziierter Form von der Pflanze as H3BO;
aufgenommen. Seine akropetale Beweglichkeit ist gut, wird aber erheblich von der
Transpirationsintensitét beeinfluf3t (Dell und Huang, 1997). Im Phloemsaft kommt Bor
nicht vor, aus diesem Grund wird es aus den oberirdischen Pflanzenteilen nicht
basipetal transportiert; Bor-Mangel tritt deshalb zuerst an den apikalen Meristemen auf.
Bel Uberreichlicher Bor-Erndhrung wird Bor mit dem Transpirationswasser bis in die
Spitzen und Rénder der Bléatter transportiert. Hier kann es sich bis zur Toxizitét
anreichern. Junge Pflanzen sind beféhigt, dieses Uberschissige Bor mit den
Guittationstropfen abzuscheiden (Mengel, 1991). Es ist bel den meisten Pflanzen
einfach, durch Reduktion der Borgaben Bormangelsymptome zu induzieren, seine
Funktion im pflanzlichen Stoffwechsel ist aber nicht restlos geklart (Wimmer und
Goldbach, 1999).

Zum ersten Ma wurde im Jahr 1923 ein Borbedarf bei der Ackerbohne durch
Warington entdeckt. Danach bestétigten die Arbeiten von anderen Forschern, dal3 diese
Erkenntnisse allgemein fur die hoheren Pflanzen gelten (Schilling, 2000).
Durchschnittlich benétigen Dikotyledonen mehr Bor als Monokotyledonen (Pagel et dl.,
1982). Ein typisches Bormangelsymptom ist in jedem Fal eine

5



Entwicklungsschadigung von meristematischen und jungen Pflanzenteilen. Bormangel
zeigt sich zuerst als abnormales oder zurtickgebliebenes Wachstum bei den apikalen
Wachstumspunkten. Die Folge ist eine Schadigung der Vegetationskegel und der damit
offenbar ausfallenden Apikaldominanz (Brown, 1979; Dell und Malgczuk, 1994,
Ramirez und Linares, 1995). Bormangel beeinfluldt das Wurzelwachstum und in einem
Nahrmedium ohne Bor ist das Wurzelwachstum gehemmt. Charakteristisch sind fir
Bormangel pflanzen gedrungene, verdickte Wurzeln mit nekrotischen Spitzen (Dell und
Huang, 1997). Das klarste und beste Beispiel fir Bormangel ist "die Herz-und
Trockenfaule" bel Zuckerribe (Beta wvulgaris) und Rettich (Raphanus sativus). Die
Symptome beginnen mit ener anatomischen Verdnderung der apikalen
Wachstumspunkte. Die jungen Bléatter krimmen sich nach innen und verfarben sich
braun bis schwarz, ihr Wachstum wird geringer. Danach werden die dlteren Blatter
beeinflufd, die Hauptwachstumspunkte sterben ab (Mengel, 1987; Shelp et al., 1995;
Schilling, 2000). Bormangel bei Bléttern zeigt sich wie folgt: Eingekrimmte, kleine,
unregelmalig geformte und verdickte, dunkel blaugrin geférbte Blétter, manchmal
unregelmaliige Chlorose zwischen den Intercostalvenen, Stauchung und Absterben der
Vegetationskegel und das Austreiben von Achselknospen. Teile, die zu Beginn des
Mangels schon voll ausgebildet sind, werden erst viel spater, wahrscheinlich sekundér,
geschadigt (Mengel, 1991; Dell und Malajczuk, 1994; Marschner, 1995).

Die Schadigung der Spitzenmeristeme und ihr frihzeitiges Absterben durch
fortgeschrittenen Bormangel mul3 sich auch auf die generativen Telle der Pflanze
auswirken. Bel schwécherem oder spéter eintretendem Mangel werden die generativen
Teile wie Bliten und Frichte (Obst) geschadigt, die Samenbildung wird reduziert (Dell
und Huang, 1997). Die Samen selber sind zwar relativ arm an Bor, im allgemeinen
enthalten die generativen Organe der hoheren Pflanzen aber relativ viel davon
(Rerkasem et al., 1997). Hier ist es dann wiederum der Pollen, der den grofdten
Borgehalt aufweist. Bor hat einen starken Einfluld3 auf die Pollenkeimung und die
Pflanzen, die in Bormangelmedium wachsen, zeigen eine Stérung be der
Pollenkeimung und beim Fruchtansatz (Nyomora et al., 1997). Bereits 1935
beobachtete Schmucker an tropischen Seerosen, dal3 fur Keimung und Wachstum von
Pollen Bor notwendig ist. O'Kelley (1957) stellte fest, dald Bor die Sauerstoff- und
Zuckeraufnahme keimender Pollen fordert. Auch Vasil (1964) schreibt dem Bor eine
Rolle in der Zuckerabsorption keimender Pollen zu. Bis heute bestdtigen durchgefiihrte

Untersuchungen die Erkenntnis von der Unentbehrlichkeit des Bors fir das



Pollenschlauchwachstum (Obermeyer et al., 1996; Dell und Huang, 1997; Shorrocks,
1997). Nach anderen Versuchen wurde deutlich, dal3 Verwendung von Borsdaure as
Spray (Benetzung der Blatter) oder Uber den Boden den Fruchtansatz férdert und
dadurch der Ertrag von Beeren, Blumenkohl, Erdniissen, Raps, Senf, Weizen, Zizyphus
mauritiana LAMK und Psidium guajava L. steigert (Keerati et al., 1993; Dahiya et al.,
1993; Kamble et al., 1994; Nyomora et al., 1997; Chen et al., 1998). Falls Pflanzen
unter Bormangelbedingungen Friichte bilden, sind diese sehr klein und von niedriger
Qualitéat (Gartel ,1974; Marschner, 1995; Dell und Huang,1997 ).

Ob auch niedere Pflanzen Bor brauchen, ist noch umstritten. Diatomeen und manche
Spezies von Grinalgen bendtigen Bor, fur Pilze und Bakterien scheint es aber nicht
notwendig zu sein (Dugger, 1983; Loomis und Durst, 1992). Es gibt hier die Ausnahme,
dai3 einige Spezies der Cyanobacterien, die von der N,-Fixierung abhéngig sind, Bor
bendtigen (Marschner, 1995).

Bel Mensch und Tier ist die Frage nach der Notwendigkeit von Bor besonders schwer
zu entscheiden. Sie sind auf eine komplexe Kost angewiesen, aus der Bor nur schwierig
zu entfernen ist. Neuere Versuche haben bewiesen, da3 Bor ein wichtiger und
notwendiger Nahrstoff fir Mensch und Tier ist (Nielsen, 1993; Nielsen, 1994; Fort,
1999). Es spielt eine wichtige Rolle sowohl im menschlichen als auch im tierischen
Metabolismus sowie deren Physiologie und hat ebenfalls einen EinfluR auf die
menschliche Psyche. DarUberhinaus beeinflul es die Steroidhormone und den
Mineral stoffmetabolismus. Besonders bedeutend ist es fur den Calciummetabolismus
und auch dafur, den Verlust von Calcium aus den Knochen zu verhindern, der haufig
bei Frauen nach der Menopause und bel dteren Mannern auftritt und Arthritis
verursacht (Nielsen et al., 1988; Nielsen, 1990; Newnham, 1991; Nielsen und Shuler,
1992; Naghii Und Samman, 1993; Nielsen, 1993; Nielsen, 1994; Penland, 1995;
Penland, 1998; Fort, 1999).

Neben den Untersuchungen Uber die Auswirkung des Bormangels auf die Morphologie
und Anatomie von Pflanzen wurden in den letzten Jahren zunehmend Arbeiten
veroffentlicht, in denen versucht wurde, die Physiologie der Borwirkung aufzuklaren
(Blevins und Lukaszewski, 1994; Tanada, 1995; Goldbach, 1997; Cakmak und
Romheld, 1997; Wang et al., 1999; Schilling, 2000). Dabei wurde die Funktion des
Bors im besonderen mit den Stoffgruppen und Zellbestandteilen, die in den

nachfolgenden Kapiteln besprochen werden, in Verbindung gebracht.



2.2.1 Wirkung von Bor auf Kohlenhydrate

Die allgemeine Bedeutung der Borfunktion fir den Kohlenhydratmetabolismus zeigt
sich insbesondere bei der Synthese von Zellwandmaterial und beim Zuckertransport
(Dugger, 1983; Hu et a., 1997; Matoh, 1997; Matoh und Kobayashi, 1998). Im Jahre
1953 beschrieben zum ersten Mal Gauch und Dugger, dal3 Bor bel hoheren Pflanzen
eine wichtige Rolle beim Zuckertransport durch Borat-Zucker-Komplexe spielt.
Bormangelerscheinungen waren nach ihrer Hypothese Ausdruck von Zuckermangel.
Obwohl daraufhin zu diesem Thema viel geforscht wurde und manche Ergebnisse bis
heute diese Hypothese unterstiitzen, ist es nicht sicher, dal3 Bor diese Funktion in jedem
Fall erflllt. Dugger et a. (1957) hielten es fir wahrscheinlich, dal3 der verstarkte
Zuckertransport bei Anwesenheit von Bor auf einer Herabsetzung der Starkesynthese in
den Syntheseorten beruht. Yih und Clark (1965) konnten bel Tomatenwurzeln keine
Korrelation zwischen Kohlenhydraten und durch Bormangel unterbundenem
Langenwachstum feststellen. Iwata et al. (1969) fanden auch keine Abhangigkeit im
Zuckergehalt der Blétter vom Borangebot. So erhoht etwa nach den Untersuchungen
von Dixon et a. (1989) Bordinger den Gehalt an Kohlenhydraten in den Wurzeln und
dadurch auch die Ausscheidung von Kohlenhydraten durch die Wurzeln. Bei Citrus
jambhiri Lush fuhrt dies zu einer héheren Wurzelkolonisation mit Mycorrhiza. Dies ist
aber nicht unbedingt so zu interpretieren, dald Bor einen direkten Einfluld auf den
Zuckertransport hat, sondern es ist denkbar, dal3 Bor Veranderungen beim Phenol- oder
IES- Metabolismus in der Wirtspflanze bewirkt (Mitchell et al.,1986). Dadurch wird die
Erkennung zwischen Wirtspflanze und Mikroben beeinflul®t und die Symbiose
ermdglicht.

Wegen der schwachen Bindungskréfte zwischen Bor und Saccharose wurde jedoch eher
die These akzeptiert, dald die Zuckerverteilung in den Pflanzen auf einen direkten
Einflul3 von Bor auf die Saccharosesynthese als auf eine Beeinflussung des Transports
zurtckzufihren ist (Mengel und Kirkby, 1987). Auf der anderen Seite kommt Bor,
dessen akropetale Beweglichkeit gut ist, im Phloemsaft nicht vor und wird deshalb aus
den oberirdischen Pflanzenteilen nicht oder nur wenig basipetal transportiert (Oertli und
Richardson, 1970). Kirzlich wurde demonstriert, da3 die Mobilitét von Bor in
verschiedenen Pflanzenarten unterschiedlich ist (Brown und Hu, 1996 ). Z.B. wurde
durch Loriaet al. (1999) berichtet, dal3 Bor in Coffea arabica phloemmobil ist. Kirzlich



wurde durch verschiedene Forscher berichtet, dal3 Phaeophyta- und Fraxinusspezies
Mannitol und Malus-, Prunus-, Pyrus und Sorbusspezies Sorbitol transportieren,
deshalb kénnen diese Pflanzen Bor (als cis-diol-Verbindung) besser transportieren. Bel
den meisten Gefal3pflanzen, die Saccharose, Raffinose o.a. transportieren, erfolgt der
Bortransport nicht so leicht (Raven, 1980; Hanson, 1991 a&b; Picchioni et al., 1995;
Brown und Hu,1996; Hu et al., 1997; Brown und Hu,1998; Brown et al.,1999).Trotz
der zuvor angefihrten Untersuchungen ist der Mechanismus des Bor-Sorbitol-

Komplex-Transports noch nicht genau bekannt.

2.2.2 Wirkung von Bor auf Nukleinsauren

Eine Abnahme der Nukleinsduregehalte und eine Verminderung ihrer Synthese einige
Tagen nach dem Beginn eines Bormangels, sind ein deutlich dokumentiertes Phanomen
nach Sholnik (1974). Eine DNA-Synthese-Hemmung wurde als priméres oder
sekundares Bormangel- Phénomen durch Ali und Jarvis (1988) beobachtet. Schon 1965
berichtete Albert, dal? bel Bormangel der Gehalt an RNA (aber nicht der DNA-Gehalt)
abnimmt. Abrol (1966) erklart die RNA-Abnahme bel Bormangel durch eine erhdhte
RNAse-Aktivitét, wie er sie in Sonnenblumenbléattern finden konnte. Einen deutlichen
Anstieg in der RNAse-Aktivitét bei Bormange stellten auch Dave und Kannan (1980)
fest. Mit Heparin, einem Inhibitor der RNAse, wurde in Versuchen von Timashov
(1969) jedoch das Auftreten von Bormangelsymptomen nur kurzfristig verzogert, das
Absterben der V egetationskegel wurde aber nicht verhindert. Johnson und Albert (1967)
konnten durch den Zusatz von Purin- und Pyrimidinbasen die sonst von ihnen
gefundene RNA-Abnahme und den Wachstumsstillstand bei Tomatenwurzeln unter
Bormangel bedingungen unterdriicken. Hundt et al. (1970) konnten durch nachtrégliche
Borgaben zu Mangelpflanzen eine Aktivierung sowohl der DNA- as auch der RNA-
Synthese induzieren. Auf die Zusammensetzung der RNA bezlglich der Basenanteile
hat Bormangel aber offenbar keinen Einflufd (Hundt und Neubert, 1971). Fir eine Rolle
des Bors im Nukleinsdurestoffwechsel sprechen auch die Versuche von Shkolnik et al.
(1965). Sie behandelten Sonnenblumensamen mit 8-Azaguanin. Die Keimpflanzen, die
sich aus den so behandelten Samen entwickelten, sahen aus, als hétten sie Bormangel.
Albert (1968) induzierte "Bormangel symptome”, wie beeintréchtigtes Langenwachstum

von Wurzeln, herabgesetzter RNA-Gehalt von Wurzelspitzen und morphol ogische



Veradnderungen von Wurzel und Sprof3, durch Gaben von 2-Thiouracil oder 6-Azauracil
und auch durch Barbitursaure. Birnbaum et al. (1977) und Shelp (1993) konnten
nachweisen, dal3 Zugaben von Uracil oder auch Orotsdure, einem Vorlaufer des Uracils
,Bormangel abschwécht. Da Pyrimidinbasen wie Uracil, Cytosin und Thymin direkte
Bausteine fur RNA und DNA sind, konnte Bormangel auch die Synthese der
Nucleinsduren hemmen. Nach Untersuchungen von Hundt et al.(1970), zeigte sich, dal3
die Borunterversorgung besonders den Anteil an RNA erniedrigte. Bei der Borwirkung
auf DNA handelt es sich wahrscheinlich um einen sekundéaren Effekt, da auch nach
Einstellung des Langenwachstums aufgrund von Bormangel die DNA-Synthese fir ein
paar Stunden weiterlauft. RNA wird dagegen schnell und stark durch Bormangel
beeinfludt (Cohen und Albert, 1974). Uber geringere RNA-Gehdte bel
Bormangelgewebe aufgrund einer Erhéhung der RNAse-Aktivitdt haben Dave und
Kannan (1980) berichtet.

Nach Betrachtung der aufgeftihrten Versuche ist die Schluf¥folgerung zu treffen, dal3 in
den zitierten Arbeiten am héaufigsten eine Abnahme des RNA-Gehats in
Bormangel pflanzen gefunden wurde, entweder als Folge herabgesetzten Aufbaus oder
verstarkten Abbaus durch erhohte RNAse-Aktivitét. Die DNA-Gehate in den
Bormangel pflanzen waren erhoht, erniedrigt oder unverandert. Die priméare Rolle von
Bor im DNA- und RNA- Metabolismus ist kaum vergleichbar mit der sehr langsamen
Hemmung der Wurzelelongation bei Gramineen-Species nach Einstellung der
Borzufuhr (Shelp, 1993). Nach einem Bericht von Bonilla et al. (1997) war RNA in
Bormangel-Wurzelknélichen von Phaseolus vulgaris L. vorhanden. Aufgrund der
teilweise widerspriichlichen Einzelergebnisse bei den Untersuchungen zur Auswirkung
von Bormangel auf den DNA- oder RNA-Gehalt von Pflanzen erscheint die direkte
Beziehung von Bor zum Nukleinsdurestoffwechsel nicht klar erkennbar. Offenbar ist

die primére Bor-Wirkung in einer Hemmung der Uracil-Synthese zu sehen (s. S.10).

2.2.3 Wirkung von Bor auf Wachstumsregulatoren

Bormangel ist mit einigen morphologischen Verdnderungen verbunden und verursacht
Veranderungen bei der Gewebedifferenzierung (Lukaszewski und Blevins, 1996;
LeNoble et al., 1996). Ebenso wie fur die Pollenkeimung ist Bor auch fur alle anderen
im Wachstum befindlichen Zellen unentbehrlich (Hu et al. 1996; Dell und Huang, 1997,
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Wang et al., 1999). Bereits 1923 beobachtete Warington bel der Ackerbohne das
Anschwellen von Kambiumzellen und die Beendigung der Ausdifferenzierung zu
Xylemgeféailen, wenn die Borversorgung unzureichend war. Auch Palser und Mcllrath
(1956) beobachteten bei Bormangel eine Zellverénderung im Kambium von Tomaten,
Riben und Baumwollpflanzen. Bel 49 getesteten Pflanzenarten konnte Bussler (1964)
an alen aulBer Mais, Roggen, Weizen, Hafer und Kartoffeln Zellanh&ufungen in der
Kambiumregion beobachten. Eine gestorte Differenzierung von Kambiumderivaten zu
Phloem und Xylem stellten Blaser et al. (1967) fest. Bei Abwesenheit von Bor im
Substrat stellten Whittington (1957) und Neales (1959) an Wurzeln eine Abnahme bzw.
das Aufhoren von Zellteilungen fest. Ein anderes Beispiel ist die Arbeit von Robertson
und Loughman (1974), die beobachteten, dal3 Bormangel eine Verminderung beim
Langenwachstum zusammen mit Veranderungen bei der Zellteilung von Wurzeln
verursacht. Bussler (1964) berichtet von einer Verdnderung der Zellteilung in radialer
Richtung, einer Veranderung bei der Vermehrung von Kambiumzellen und einer
geschéadigten Xylemdifferenzierung bel subapikalen Knospen von Bormangel pflanzen.
Birnbaum et al.(1974) beobachteten, ahnlich wie bei der Wurzelverlangerung durch
Boriberschul3, auch bei Baumwoll-Samenanlagen in vitro enen positiven
Zusammenhang zwischen dem Langenwachstum der Baumwoll-Epidermalzellen und
der Borkonzentration. Mikroskopische Untersuchungen bei Bohnenwurzeln (Phaseolus
vulgaris L.) mit Bormangel zeigten drastische anatomische Verénderungen, vor alem
im Bereich der Parenchyma (Bonilla et a., 1997). Daraus wurde die Schluf3folgerung
gezogen, dal3 Bor bei der Zellstreckung eine grof3ere Rolle spielt als bei der Zellteilung.
Eine durch Bormangel verursachte anomale Anhaufung neu entstandener Zellen (im
Kambiumbereich) kann nicht zu der Annahme fihren, dal3 Bormangel die Zellteilung
im allgemeinen fordert, sondern dal3 er einen indirekten Einfluf auf die Zellteilung bei
kambialem Sprof3gewebe hat und zu einer Schadigung oder Verhinderung der
Xylemdifferenzierung fihrt. Ahnliche Symptome konnen auch bei mechanischer
Schadigung des SproRR-Apikalmeristems auftreten (Marschner, 1995). Die Ahnlichkeit
von Bormangel- und UberschuRsymptomen mit der Wirkung von Pflanzenwachstums-
regulatoren kann zu der Annahme fuhren, dal3 diese eine Widerspiegelung der Erhdhung
oder Verminderung der Konzentrationen von endogenen Pflanzenhormonen darstellen.
Eine andere Deutung sucht daher die primére Rolle des Bors im Auf- und Abbau von
Wachstumsregulatoren. Eaton (1940) berichtet, er habe an jungen Baumwollpflanzen

die Wirkung von Bor in einem gewissen Ausmald durch Indolylessigsaure ersetzen
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konnen, und stellt die Hypothese auf, dal3 Bor zur Auxinsynthese notwendig sei.
Brandenburg (1949) deutete Bormangel sogar als Folge von Auxiniberschul3. Bussler
(1964) sah in den Symptomen an Sonnenblumen unter Bormangel eine Bestétigung
dieser Deutung. Jaweed und Scott (1967) fuhrten die Abnahme des RNA-Gehaltes von
Sonnenblumenkei mpflanzen unter Bormangel auf eine Zunahme von IES zuriick. Auch
Slack und Coke (1966) hielten es fur wahrscheinlich, dal3 Bormangel durch eine
herabgesetzte Oxidation von IES deren Anreicherung verursacht. In vitro forderte
H3BO;3 tatséchlich die Oxidation von IES durch Peroxidase in Meerrettichpflanzen.
Auch das spricht gegen eine Herabsetzung der IES-Konzentration durch Bormangel.
Jedoch fanden Jaweed und Scott (1967) bei Sonnenblume unter Bormangel bedingungen
eine Senkung des Gehalts an Auxinen und erst sekundér eine Herabsetzung oder
Veranderung der Indolylessigsdure-Oxidase-Aktivitét. Bei einer Verdnderung des
Borgehaltes in Pflanzengewebe zeigt sich eine Veranderung der Aktivitdt oxydativer
Enzyme, und eine hdhere Aktivitét der Polyphenol-Oxidase (Blevins und Lukaszewski,
1994; Marschner,1995). Nach einer Arbeit Uber Cucurbita pepo L von Bohnsack und
Albert (1977) hat sich gezeigt, dal3 sich im apikalen und subapikalen Wurzelbereich
nach 6-9 Stunden ohne Borzufuhr die IES-Oxidase-Aktivitét erhoht. Nach 24 Stunden
lag die Oxidase-Aktivitdt im apikaen Teil 20 ma hoher als in Pflanzen ohne
Bormangel. IES-Verwendung bei Pflanzen mit Bor erhoht die IES-Oxidase-Aktivitat im
apikalen und subapikalen Bereich, behindert daher die Wurzelverlangerung und
verursacht die gleichen Symptome wie Bormangel (Robertson und Lougham, 1974,
Bohnsack und Albert, 1977; Goldbach, 1990; Bondok,1996). Trotzdem ist es schwer,
den genauen Zusammenhang zwischen Phytohormonen und der Borkonzentration zu
erfassen, weil auch andere Faktoren einen dhnlichen Einflul3 zeigen, z.B. hat das
Flavonoid Quercetin einen hemmenden Einfluld auf den IES-Transport und beeinfluf3t
damit dessen Konzentration im Gewebe. Aul3erdem hat Bor einen Einflul3 auf den
Phenolmetabolismus in dem Sinne, dal3 Phenol nicht nur die Zellstreckung behindert,
sondern auch die radiale Zdlteilung stimuliert und deshalb eine anatomische
Veranderung verursacht, genauso wie sie bei IES zu beobachten ist (Svensson, 1971,
Lewis, 1980; Pilbeam und Kirkby, 1983; Tang und De La Funte, 1986). Deshalb ist es
nicht verwunderlich, dal3 Unklarheiten in den Ergebnissen tber Wechsel beziehungen
zwischen Bor und Wachstumsregulatoren herrschen. Bel ausgepragtem Bormangel

werden namlich die Vegetationskegel, die Syntheseorte fir Wuchsstoffe sind,
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irreversibel geschéadigt. AulRerdem sind auch unsere Kenntnisse Uber die Rolle von
Wachstumsregulatoren noch sehr |ickenhaft.

Im Vergleich mit Auxin sind Uber die anderen Phytohormone im Hinblick auf Bor
bisher erst wenige Untersuchungen verdffentlicht worden. In diesem Zusammenhang
steht die Untersuchung von Skok (1968), in der Bor mit anderen pflanzlichen
Regulatoren in Verbindung gebracht wurde. Hierbel ergab sich bei GA-Applikation an
dekapitierten Tabakpflanzen eine gefdrderte Xylemproduktion, wahrend sie durch
Bormangel deutlich gehemmt wurde. Parmar und Hammond (1971) konnten durch GA
und Bor das Altern von Blattstlicken verlangsamen, wobel sich die Wirkung der beiden
Substanzen addierte. Nowak und Czapla (1995) haben hohe Bor-Konzentrationen mit
Gibberellinsaure in Verbindung gebracht. Hierbel ergab sich bei GA-Applikation an
Sojabohnenpflanzen ein gefordertes Wachstum, wahrend es durch Bor-Toxizitéat
gehemmt wurde. Die Ergebnisse eines durch Bondok (1996) durchgefihrten Versuches
Uber den Cytokinin-Gehat be Zuckerriben (unter Verwendung des Gurken-
Cotyledonen-Essay) haben gezeigt, dal? die Cytokinin-Konzentration im Wurzelextrakt
zweimal hoher war als im Sprof3extrakt, und sowohl im Sprof3 als auch in den Wurzeln
bei Erhdhung der Borkonzentration eine Cytokininsteigerung beobachtet wurde. Von
dem gleichen Autor durchgeftihrte Untersuchungen (nach dem Lactuca sativa-Keimtest)
kamen zu dem Ergebnis, dal3 bei Zuckerriiben in jedem Fall die ABA-Konzentration in
den Sprossen hoher war als in den Wurzeln und eine Steigerung der Borkonzentration
sowohl in den Sprossen als auch in den Wurzeln eine starke Verminderung der ABA-
Konzentration bewirkte. Nicht unwesentlich erscheint in diesem Zusammenhang auch
der Einflul? des Bors auf die Bildung von Uracil. Uracil ist Baustein von RNA, woraus
sich die bei Bormangel gehemmte RNA- und Proteinbildung erklart. Die dadurch
gestorte Meristemaktivitét fuhrt in der Wurzel zur Herabsetzung der Cytokininbildung.
Dagegen scheint die haufig in &lteren Tellen anzutreffende Erhéhung der IES-Gehalte
bei Bormangel eine Folge der durch Phenole gehemmten Auxinoxidaseaktivitdt zu sein.
So wird deutlich, dal3 Bor das Verhdltnis Cytokinin/IES in der Pflanze erheblich
beeinflufdt (Schilling, 2000).
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2.2.4 Einflufd von Bor auf die Zellwandsynthese

Bel Bormangel pflanzen verandern sich die Zellwéande deutlich (Matoh, 1997; Fleischer
et al., 1998). Die Entwicklung einer schuppigen Oberflache und die interne und externe
Ausbildung von kork&hnlichem Material sind Bormangelsymptome bei vielen Pflanzen
wie Tomate, Blumenkohl, Citrus und Apfel (Mengel und Kirkby, 1987). Als erster
beobachtete Spuer (1957) eine Veranderung der Zellwande von Bormangel pflanzen; er
fand dinnere Wande im Kollenchym und dickere im Phloem- und Grundparenchym.
Die Zellwanddicken und der Anteil ihrer Bestandteile am totalen Trockengewicht waren
bei Bormangel gewebe hoch (Rajaratanam und Lowry, 1974; Hirsch und Torrey, 1980 ).
Starke Veranderungen in der Wandstruktur der Blattmesophyllzellen vor dem Auftreten
sichtbarer Symptome lief3en elektronenoptische Untersuchungen von Sonnenblumen
erkennen (Lee und Aronoff, 1966). Die priméren Zellwande bei Bormangelzellen sind
nicht glatt, bedingt durch Verlagerung von vesikuléaren Aggregationen, vermischt mit
Membranmaterialien (Hirsch und Torrey, 1980 ). Eine Dichtlagerung von Palisaden und
Schwammparenchym beobachteten Kamali und Childers (1967). Hohe Konzentrationen
an Pektinsubstanzen und hohe Glucose-Inkorporation in (3-1,3-Glucan waren beli
Bormangel pflanzen die Hauptbestandteile des Kallus, der durch Akkumulation in den
Siebrohren den Phloemtransport verhinderte (Rajarantan und Lowry, 1974; Venter und
Curries, 1977; Dugger und Palmer, 1985; Schilling, 2000). Auf eine erschwerte
Trennung von Zellwanden mag auch die von Trellier (1963) beschriebene verlangsamte
Losldsung der Tochterpflanzen bei Lemna minor beruhen. Bel Tomatenwurzeln zeigten
die Zellenwande nach 8 Stunden ohne Borzugabe Verédnderungen. Es zeigte sich, dai3
Bor nicht nur einen starken Komplex mit den Zellwanden bildet, sondern dal3 Bor auch
fir den Aufbau von Boratestern (Querverbindungen) fur die Strukturentwicklung
notwendig ist (Kouchi und Kumazawa, 1976). Die Funktionen des Bors in den Pflanzen
lassen sich offenbar mit der Fahigkeit der Borséure in Verbindung bringen, Mono- und
Diester mit cis-Diolen zu bilden (Cakmak und Romheld, 1997). Da die Bindungen
innerhalb dieser Querverbindungen nicht stark sind, 16sen sie sich evtl. wahrend der
Zellstreckung auf und bilden negative Ladungen fiir loneninteraktionen, z.B. mit Ca .
Die enge Beziehung zwischen Bor und Ca in den Zellwanden ist notwendig fur das
Wachstum (Matoh und Kobayashi, 1998). Oder die schwachen Bindungskréfte
verursachen eine Verdnderung der Ca-Bindungsformen in den Wurzeln von

Bormangel pflanzen und stéren dadurch den Ca-Transport zum Sprof3 (Ramon et al.,
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1990; Loomis und Durst, 1992). Gute Borversorgung fuhrt daher sowohl Uber die
gesteigerte Cellulose-, Hemicellulose- und Pektinbildung as auch Uber die
Ligninbiosynthese zu stabilen Zellwanden (Schilling, 2000). Nach der Arbeit von
Loomis und Durst (1991), in der Bor durch andere lonen, wie z.B. Germanium, ersetzt
wurde, scheint die Rolle von Bor in den Zellwanden eher strukturell als katalytisch oder

regulatorisch zu sein.

2.2.5 Borfunktion an Zelmembranen

Seit langer Zeit ist ein Einflul3 von Bor auf die Entwicklung und Funktion von
Zellplasmamembranen nachgewiesen, seine Wirkung auf die Membranen der
Zellorganellen, wie z.B. Tonoplast oder Chloroplasten, ist jedoch unklar (Marschner,
1995). Es hat sich gezeigt, dald3 sich der Aufbau und die Aufrechterhaltung des
Membranpotentials durch Infrarotlicht oder eine bestimmte Bor-Minimalkozentration
steigern lassen (Tanada, 1978). Daher beeinflut Bor die turgor-regulierte
nyktinastische Bewegung in Albizzia-Blé&tchen (Tanada, 1982) und verursacht Rb-
Influx und Stomata-Offnung bei Cammelina communis (Roth-Bejerano und Itai, 1981).
Goldbach (1985) hat berichtet, dal3 die Phosphoraufnahme bei Bohnen- und
Maispflanzen in den Wurzelspitzen bei Bormangelpflanzen geringer ist als bei
ausreichend mit Bor versorgten Pflanzen. Wenn nach einem Mangelzustand Bor
zugefihrt wurde, hatte dies bei Bohnenpflanzen auf die Aufnahme von Phosphor,
Chlorid und Rubidium in den Wurzeln einen grof3eren Einflu® als bei Maispflanzen.
Aulerdem zeigte sich, dal3 auch die Aktivitat der Membran-ATPase in den Wurzeln von
Maispflanzen geringer als bei Bohnen war. Somit wird deutlich, dal3 der Einflul3 von
Bor auf die lonen-Aufnahme ein direkter oder indirekter Einflud auf die
plasmamembrangebundene ATPase ist. Durch nochmalige Borgabe auch zu in vitro
gewachsenen Sonnenblumen-Mangelpflanzen wird eine Veranderung bei der Netto-
Protonenausscheidung bewirkt und ein negatives Membranpotential erzeugt (Ferrol et
al., 1993). Es war zu beobachten, dal3 in Wurzelzellen unter Bormangel der H-Transport
sehr gering war und sich innerhalb von 20 - 120 Minuten nach einer Borgabe erhdhte
(Blaser-Grill et al., 1989; Schon et al., 1990 ). Obwohl Bor einen direkten Einfluld auf
die plasmamembrangebundene ATPase haben mufdte, scheint es sich hierbei um einen

indirekten Effekt zu handeln, z.B. durch Komplexbildung mit cis-Diol-Gruppen von

15



Plasmamembrankomponenten (wie Glycoproteinen oder Glycolipiden). Dadurch wirkt
es als Stabilisator und Strukturfaktor, der notwendig fur die Entwicklung und Funktion
der Plasmamembranen ist (Tanada, 1983; Blevins und Lukaszewski, 1998).

2.2.6 Einflufd von Bor auf den Stickstoffmetabolismus

Das Pflanzenwachstum ist abhangig von einer ausreichenden Stickstoffversorgung, um
Aminosauren, Proteine, Nucleinsduren und andere Zellbestandteile, die fur das
Wachstum notwendig sind, aufzubauen. Fur die meisten Pflanzen ist anorganischer
Stickstoff im Boden in Form von NOj; verfligbar. Der erste Schritt im NOs-
Assimilationsprozef ist die Nitratreduktion, die durch Nitratreduktase katalysiert wird
(Huber et al., 1996 ). In vielen Pflanzenarten sind die Blétter die wichtigsten Orte des
NOs-Reduktionsprozesses und bei manchen Pflanzen, z. B. bel Tabak erfolgt mehr als
80% der Reduktion in den Bléattern (Wakhloo und Staudt, 1988). Die Akkumulation von
NO; ist eines der Hauptprobleme, die bei Pflanzen auftreten. Die Pflanzen
akkumulieren das NO3, wenn die Aufnahme dieses Anions grofl3er als seine Verwertung
ist (Mackown et al., 1990). Die NOs-Reduktion zu NO, durch Nitratreduktase
vermeidet oder vermindert die Akkumulation dieses lons bei Pflanzen, die viel
Stickstoff fur ihr Wachstum brauchen. Wéahrend der NOz-Assimilation wird das von
Pflanzen aufgenommene und zu NO,™ reduzierte NO3z in NHs und NH," und weiter in
organische Verbindungen umgewandelt (Migge und Becker, 1996; Sivasankar und
Oaks, 1996). Viele Faktoren, z.B. die vorhandene Nitratmenge, Wachstumsregulatoren,
Licht und andere physiologische und Umweltparameter regulieren die
Nitratassimilation (Campbell, 1988; Lillo, 1994; Crawford, 1995; Padgett und Leonard,
1996; Sivasankar und Oaks, 1996).

Eine Funktion von Bor ist sein Einflu® auf den Stickstoffmetabolismus. ES ist
bewiesen, dal3 Bor fur die No-Fixierung bel autotrophen Cyanobacterien notwendig ist
(Mateo et al., 1986; Garcia-Gonzalez et al., 1991). Bel htheren Pflanzen, z. B. bei der
Tomate und Sonnenblume, vermindert sich die Nitratreduktaseaktivitdt durch
Bormangel, deshalb wurde eine Erhéhung des NOs-Gehaltes beobachtet (Kastori und
Petrovic, 1989; Ramon et al., 1989). Der Boreinflull auf Sojabohnenwachstum,
Kndllchenentwicklung und Stickstoffixierung ist untersucht worden, und man fand, dal3

Bormangel dem Kndllchenwachstum schadet sowie das Trockengewicht und die
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Aktivitdt der Stickstoffixierung vermindert (Yamagishi und Yamamoto, 1994). Nach
von Ruiz et al. (1998) durchgefuhrten Versuchen mit Tabakpflanzen war ein positiver
Borkonzentrationseinflul? (wahrscheinlich durch eine Aktivierung von Enzymen, die an
der NOs-Assimilation in den Bléttern beteiligt sind) auf die Erhéhung der Aminosaure-
und Proteinmenge beobachtbar. Shelp (1988, 1990) hat gezeigt, dal? in Pflanzen mit
ausreichend hoher Borkonzentration eine Erhdhung der Nitratreduktaseaktivitat zu
beobachten ist. Ruiz et al., (1998) haben gezeigt, dal3 die Erhéhung der
Borkonzentration fur die zur NOs-Assimilation gehdrende Enzymsynthese erforderlich
ist, und dadurch die Aktivitét der NR-, NIR-, GS- und GOGAT- Enzyme erhoht wird.

Die Endprodukte der NOs-Assimilation sind im Prinzip Aminosduren und Proteine
(Barneix und Causin, 1996), deshalb hat Bor durch die Erhéhung der Aminosaure- und

Proteinkonzentration eine wichtige Funktion wahrend des Pflanzenwachstums.

2.3 Anthozyane, insbesonderein Verbindung mit der somatischen Embryogenese

Bel den meisten Pflanzenarten gehdren rote, blaue und violette wasserldiche
Farbpigmente zu den Anthozyangruppen. Diese Komponenten sind sekundére
Umsetzungsprodukte der Pflanzen und gehéren zur Stoffgruppe der Glucoside.
Anthozyane bestehen aus Kohlenhydraten und Anthozyaniden, die zyklisch-aromatische
Struktur haben. Die Kohlenhydratbestandteile der Anthozyane sind Glucose, Ramnose
und Gentiobiose (Mochioka et al., 1995).Die Anthozyane sind in sauren Losungen rot
und werden bei htherem pH-Wert violett und blau. Die Anthozyansynthese ist durch
Umweltbedingungen beeinflufd. Es hat den Anschein, da3 die Anthozyansynthese
meistens mit einer Kohlenhydratakkumulation einhergeht. Jeder der Umweltfaktoren,
z.B. Lichtstérke, niedrige Temperatur, P- und N-Mangel und andere Faktoren, die die
Kohlenhydratakkumulation im  Pflanzengewebe erhthen, erhohen auch die
Anthozyansynthese (Mohr und Sitte, 1971; Richter, 1996).

Zellkultursysteme haben es ermdglicht, den Einflu3 von Umweltfaktoren und Stref3 auf
Pflanzengewebe und den sekundaren Metabolismus bzw. die Anthozyansynthese unter
kontrollierten Bedingungen zu untersuchen. Z.B. Neumann (1962 und 1995), lbrahim et
al. (1971), Sugano und Hayashi (1976), Dougall et al. (1980) berichteten, dal3 manche
Karottenzellen wahrend der Zellkultur Anthozyan synthetisieren kdnnen. Es wurde

gefunden, dal3 die groferen Zellaggregate bei Zelkulturen von Wildkarotten eine
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grofRere Anthozyanproduktion aufweisen als kleine (Kinnersley und Dougall, 1981).
Zhang et al., (1997) haben berichtet, dald3 die Temperatur das Wachstum und die
Anthozyanproduktion in Suspensionskulturen von Erdbeerzellen (Fragaria ananassa)
beeinfluld, d. h. dal’ bel den in diesem Versuch verwendeten hoheren Temperaturen
maximales Wachstum und bei niedrigen Temperaturen hoherer Anthozyangehalt
beobachtet wurden. Alfermann und Rheinhard (1971) haben gezeigt, dald3 die
Anthozyansynthese nicht unbedingt an das Vorhandensein von Licht gebunden ist. Der
Callus von Daucus carota bildet auch im Dunkeln Anthozyan, wenn das Nahrmedium
2.4-D, IES oder NES enthdlt. Schmitz und Seitz (1972) haben berichtet, dal3 Daucus
carota-Zellen im kinstlichen Nahrmedium grof3e Mengen an Anthozyan akkumulieren,
und dal3 Gibberellinsdure (GA3) die Anthozyansynthese hemmt. Die genannten
Forscher fanden, dal? die Kalluszellen von Daucus carota zwei Arten von Anthozyan
bilden, in denen Glucose und Xylose die Zuckerkomponenten waren (Ozeki und
Komamine, 1981; Ozeki und Komamine, 1986). Es wurde klar, dal3 bei Daucus carota-
Zdlkulturen, wenn die Zellen aus einem Medium mit Auxin in ein Medium ohne
Auxin umgesetzt werden, die Anthozyansynthese induziert wird und Zeatin im Medium
ohne Auxin die Anthozyansynthese fordert, wéahrend 2.4-D mit hoher Konzentration sie
ganz hemmt. Bei Anwesenheit von Zeatin und Abwesenheit von Auxin war eine starke
Korrelation zwischen Embryogenese und der Anthozyansynthese beobachtbar. Sie
haben auch vermutet, dal3 die Induktion der Anthozyansynthese sowie die Induktion der
Flavonoidumsetzung durch UV-Strahlung oder Elicitor-Verwendung in ihrem
Karottenkultursystem keine Reaktion auf Stref3 war, sondern ein Zeichen der
Differenzierung der Umsetzungsprozesse. In  anderen Versuchen wurde die
Anthozyansynthese in Karottenzellsuspension bei 2,4-D-Abwesenheit induziert und bei
2,4-D-Anwesenheit unterdriickt. Nach dem Transfer in Medium ohne 2.4-D hat sich die
Anthozyankonzentration verringert, wéhrend die Enzymprotein- und mMRNA-
Konzentrationen fir Phenylalaninammoniayase- und Chalconsynthase gestiegen sind.
Deshalb wurde vermutet, dal3 vielleicht Anthozyan- Induzierung und Unterdriickung
wahrend der Transskription durch 2,4-D reguliert werden (Ozeki et al., 1990). Im Jahr
1996 hat Ozeki gefunden, dald3 Phenylalaninammoniayase und Chalconsynthase eine
Schlisselrolle bel der Regulation der Anthozyansynthese spielen. Er hat festgestellt, dal3
es bei Karotten zwei Gene fur Phenylalaninammonialyase gibt, das eine wird durch
Stref3 kurz und schnell aktiv, das andere Gen wird normaerweise wahrend der
Regulation der Anthozyansynthese aktiviert. Im Jahr 1994 berichteten Dell und
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Malgjczuk, dal3 Blétter von Eukalyptus urophylla wahrend der Bormangel -bedingungen
Anthozyane synthetisiert haben, aber bisher gibt es jedoch nur sehr wenige
Untersuchungen tGber den Zusammenhang zwischen Bor und der Anthozyansynthese.

Bel der Betrachtung des Zusammenhanges zwischen der somatischen Embryogenese
und der Anthozyansynthese taucht die Frage auf, welches Verhdltnis zwischen dem
sekundéaren Metabolismus bzw. der Anthozyansynthese zur Erkennung des
morphologisch-physiologischen Zustands auf der einen Seite und dem Einfluld der
Mikroelemente als Umweltfaktoren wahrend der somatischen Embryonendifferenzi-
erung auf der anderen Seite bestehen konnte.

Aus den vorhergehenden Publikationen ist abzuleiten, dal3 Bor essentiell fur alle
Pflanzen ist. Die Spitzenmeristeme, besonders aktive Teilungszentren, werden bei
starkem Bormangel geschéadigt, so dal? Wechselwirkungen mit den Phytohormonen
maoglich erscheinen. Wie aus der vorhergehenden Literaturiibersicht entnommen werden
kann, ist der Boreinflu3 bis heute, wie auch die Zdldifferenzierung generell, auf
Molekularerbasis immer noch nicht vollstandig verstanden. Wenn also der Bormangel
bei intakter Pflanzenzellteilung eine direkte Veranderung und Schadigung verursacht,
mufte diese Veranderung und Schédigung unter in-vitro-Bedingungen bzw. wéhrend
der somatischen Embryogenese deutlicher werden.

Definitionsgemald entsteht ein Embryo aus einer Zelle. In vielen Untersuchungen konnte
die Entwicklung somatischer Embryonen aus einer Zelle gezeigt werden. Aufgrund
empirischer Untersuchungen zur somatischen Embryogenese wird durch eine Interaktion
von exogenen und endogenen Faktoren die somatische Embryogenese induziert (Grieb,
1992). Dal3 Bor fur die Z€llteilung erforderlich ist, hat fir die somatische Embryogenese
somit eine wichtige Bedeutung. Daher kann die Gewebekultur und die somatische
Embryogenese bei der Kultur von Bor-Mangelexplantaten ein ausbauféhiges
Modellobjekt fur die Untersuchung der Bor-Funktion in pflanzlichen Geweben darstellen.
Uber die Funktion von Bor ist im Vergleich mit anderen Microelementen wenig
Information vorhanden, insbesondere Uber seinen Einflul® bei Gewebekulturen. Bis jetzt
gibt es nur eine Untersuchung tber den Einflu von Bor wahrend der somatischen
Embryogenese (Behrendt, 1994). Darin wird konstatiert, dal3 der unterschiedliche Einflufld
der Kulturmedien auf die Entwicklung von Protoplasten und den Suspensor in der
somatischen Embryogenese von Larix decidua alein auf die verfiigbare Menge an Bor
zurtckzufihren ist (Behrendt, 1994; Behrendt und Zoglauer, 1996).
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Aus der Literatur ist abzuleiten, dal’ Borbedarf von den Pflanzenarten abhangig ist
und wahrend der somatischen Embryogenese verschiedene Pflanzenarten eine
unterschiedliche Reaktionen in Abhangigkeit vom Nahrmedium zeigen. Davor allem
Daucus carota einerseits ein gutes Objekt zur Untersuchung der somatischen
Embryogenese ist und andererseits wenig Informationen Uber den Bor-Einflufd auf
die somatische Embryogenese im besonderen vorhanden sind, soll in der
vorliegenden Arbeit der Einflul3 von Bor auf den Proze3 der somatischen
Embryogenese untersucht werden. Dabei soll die Induktion und Entwicklung der
somatischen Embryonen im Vordergrund stehen, weil Bor be diesen
physiol ogischen Abl&ufen eine besondere Rolle spielen kénnte.
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2.4 FRAGESTELLUNG

Wie bereits ausgefuhrt, kobnnen bel Bormangel die pflanzlichen Organe geschadigt
werden. Diese Schaden findet man insbesondere an den Sexuaorganen hoherer
Pflanzen (Dahiya et al., 1993; Kamble et al., 1994; Yun et al., 1995). Es stellt sich
jedoch die Frage, wenn Bormangel hier eine direkte Schadigung der Zellteilung
verursacht, mufte dieses Element auch in vitro eine dhnliche Wirkung auf die
somatische Embryogenese ausiiben. Zu dieser Frage ist bisher wenig geforscht worden.

Deshalb sollen in der vorliegenden Arbeit folgende Punkte untersuchen werden:

1- Wachsen isolierte Petiolenexplantate bei Bormangel? Wie ist Bormangel bei Petiolen
zu charakterisieren? Kann das Wachstum von Petiolen in Gewebekultur durch

Bormangel unterdriickt werden?

2- Konnen Petiolen und Zellen aus Suspensionkulturen unter Bormangel bedingungen

somatische Embryonen bilden?

3- Wenn sich unter Bormangel bedingungen somatische Embryonen bilden, wie sehen
diese aus?

4- Besteht eine Beziehung zwischen Bor und pflanzlichen Hormonen bei der

somatischen Embryogenese?
5- Besteht ein Zusammenhang zwischen Bor und der Anthozyanbildung unter

Gewebekulturbedingungen? Welche Relation kann man zwischen diesem und der

somatischen Embryoproduktion finden?
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Anzucht der Versuchspflanzen

Aus Karotten (Daucus carota.L) Var. Rotin wurde Gewebe zur Durchfiihrung von
Gewebekultur-Versuchen entnommen. Von der Karotte stammende Kulturen tendieren
im Gegensatz zu vielen anderen Pflanzenarten zur Ausdifferenzierung von Organen.
Wenn Bor eine Funktion bel der Ausdifferenzierung ganzer Organe hat, so kann man
erst recht einen Einflul auf die Ausdifferenzierung von Zellen erwarten. In der
Gewebekultur ist Sterilitdt unerl&dich, weil die verwendeten Losungen durch
organische Zusétze ein idealer Nahrboden fir Mikroorganismen sind. Diese wirden die
relativ langsam wachsenden Gewebe schnell Gberwuchern. Deswegen miissen zundchst
die Pflanzenteile, die man in Kultur zu nehmen beabsichtigt, keimfrei gemacht werden.
Bel sehr zartem Gewebe riskiert man alerdings dabel auch, die benttigten Zellen zu
schadigen. Deswegen wurden die im Glas aus Samen gewachsenen Karottenpflanzen
als Versuchsmaterial benutzt, denn die Samen lassen sich auch gut steril kultivieren,
wodurch man sie schon frih fur Gewebekulturen verwenden kann (sehr kleine
Pflanzenteile sind schwer sterilisierbar). Deswegen wurden alle Explantate aus steril
angezogenen Pflanzchen isoliert. Aus den steril kultivierten Karottenpflanzchen kann
man aber nicht nur leicht Gewebekulturen anlegen, sie bilden auch selber ein gutes
Versuchsobjekt, weil sie nicht viel Pflege benttigen. Auf3erdem kann man ihr Medium
bzw. die Nahrstoffgehalte gut kontrollieren, was im Boden schwer zu erreichen ist.
Durch diese Methoden kann man die Bormenge in den Explantaten bis auf en
Minimum reduzieren und dadurch in Gewebekulturen in jedem Fall schnell Bormangel
induzieren. Fur die sterile Anzucht wurden die Samen zundchst zur besseren
Benetzbarkeit 1 Minute in 70%-igem Ethanol eingelegt, anschlief3end zur eigentlichen
Sterilisation ca. 1,5 Stunden unter Rihren mit einem Magnetrihrer mit einer 1:1,5
verdinnten Natrium-Hypocholorit-Lésung (ca. 5% aktives Chlor) und einem Tropfen

Tween behandelt. Unter sterilen Bedingungen wurde der Samen dann mehrmals mit
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sterilem A.dest. gewaschen und auf einem entsprechenden Nahmedium, meist auf B5-
Nahrlosung mit Agar, ausgel egt.

Etwa 100 ml fassende KulturgeféaRe wurden mit 50 ml Medium beflllt. Die Gefalze
wurden mit 3-lagiger Aluminiumfolie so verschlossen, da3 der notwendige
Gasaustausch gewahrleistet war.

Das Nahrmedium fir die Kempflanzen unterschied sich von dem fir die
Gewebekulturen nur durch das Fehlen von Bor und der organischen Zusdtze mit
Ausnahme von Saccharose, die bel im Licht gehaltenen, grinen Pflanzen zwar
Uberflissig ist, aber in halber Konzentration zugesetzt wurde, um eventuell starkere
Pflanzen herzustellen und Infektionen erkennbar zu machen.

Die so angezogenen Kulturen wurden fir ca. 4-6 Wochen bei 22°C und einer

Dauerbel euchtung mit ca. 4000 Lux (Osram, Lumilux white) gehalten.

3.2 Nahrlésung fur die Gewebekultur

Bel Versuchen wurden eine B5-Nahrlésung nach Gamborg et al.(1968) mit 2,4-D
(=B5") bzw. ohne 2,4-D (=B5’) und NL-N&hrlésung nach Neumann (1995) verwendet
(s. Tab. a).

Die Nahrmedien wurden vollstandig angesetzt und dann der pH-Wert eingestellt. Die
anschlieffende Sterilisation des Nahrmediums und anderer Flussigkeiten erfolgte durch
Autoklavieren bei 134°C und 2,1 bar fur 20 min.

Tab. a: Zusammensetzung des Nahrmediums.

Nahr medium B5" B5 NL 2
Saccharose (9|20 20 20
Caseinhydrolysat (mg) | 250 250 200
Stammloésung  B5  (ml) {100 100 -
Stammldsung NL (ml) - - 100
Fe-Losung (ml) 10 10 10
Mg-L6sung (ml) 7 7 30
Vitamin-Losung (ml) 1 1 1
Inosit-Losung (ml) 10 10 10
Kinetin-Losung (ml) **5 **5 -
IES-L6sung (ml) - - 1
2,4-D-L6sung (ml) **5 - -
Gelrite (g) - 4,2 -
pH-Wert 5,72 5,72 5,72

Aqua dest. ad 1L.
** variiert je nach Versuch und Fragestellung
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Die fur die unterschiedlichen Nahrmedien angegebenen Lsungen setzten sich wie folgt

zusammen:

Tab. b:_Stammldsung B5 (Gamborg et al . 1968).

Makroelemente

g/l Aqua dest.
NaH,P0O,.2 H,O 15
KNO; 30,00
(NH.),SO4 134
M 95047 H,O 5,00
CaC|2.2 H,O 1,50

Mikroelemente

mg/l Aqua dest. **

MnSO,.H,0 100,00
H,BO, 30,00
ZnSO, .7H,0 20,00
Na, M 00,.2 H,0 250
Cu SO,.5H,0 0,25
KJ 75

** variiert je nach Versuch und Fragestellung

Tab. c:_ Stamlésung NL (Neumann, 1995).

Makroelemente

o/l Aqua dest.
KNO- 8.72
KCI 0.65
NaH, PO,.2H,0 2,34
Na2 SO410H 20 2,45
Ca(N03)24H 5,0 4,88
Il:
Mikroelemente ma/l Aqua dest.
Mn SO..H-0O 35.80
Zn SO,4.7H,0 14,60
H.BO4 15
Na, M 00,.2H,0 3,34
Cu S0O,.5H,0 6,20
KJ 7,50 O
I1:
Fe-Lbésung g/l Aqua dest.
Fe-EDTA 4,63
I1I:
Mg-Lésung g/l Aqua dest.
Mg SO,4.7H,0 36,00
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V.

Vitamin-Ldsung mg/100 ml Aqua dest.
Nikotinsdure 50,00

Thiamin 10,00

Pyridoxin 10,00

VI:

Hormon-L 6sungen

myo-inosit 500,00 mg/100mil*
Kinetin 10,00 mg/100ml*
IES 200,00 mg/100ml*
2,4-D 100.00 mg/100 ml *
(*Aqua dest.)

3.3 Kultivierung isolierten Gewebes von Keimpflanzen

Von den 4-6 Wochen alten steril angezogenen Pflanzchen wurde die Lamina
abgeschnitten und die Petiolen und Wurzeln in steriles Aqua dest. gelegt. Anschlief3end
wurden die Explantate in 1 cm-Stlicke geschnitten. Danach wurden die Explantate in
B5" (xBor) Medium fiir Suspensions- oder fiir direkte Petiolen- und Wurzel-Kulturen
umgesetzt.

Zur Ausdosung der Embryogenese wurden die o.g. Explantate 30-60 Min. mit
auxinfreiem B5-Medium (B5) gewaschen und dann in Kolben mit B5-Nahrlésung
transferiert. Die Kulturdauer im B5'- und B5-Nahrmedium ist ebenfalls bei den
verschiedenen Versuchen im Ergebnisteil angegeben.

In je 15 ml Nahrlésung wurden ca. 6 Explantatstiicke kultiviert. Je nach Fragestellung
zur somatischen Embryogenese wurden sowohl die Konzentrationen von Bor als auch
von den anderen Nahrmediumbestandteilen variiert.

Petiolen, Zellsuspensionen und andere Schittelkulturen wurden auf einer Schittel platte
mit 90 RpM unter 0.g. Bedingungen gehalten.

Die Kulturen wurden bei 28 °C unter Dauerlicht [ca. 4000 Lux (Osram, Lumilux
white)] kultiviert.

Wegen des Freisetzens von Bor durch Glasgefale (Mengel und Kirkby, 1987; Asad et
al., 1997) bestanden die Kulturgefdde in den mesten Versuchen aus
Polycarbonerlenmyerkolben (50 ml und 250 ml ) mit 15 ml bzw. 80 ml Nahrlésung.
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3.4 Erstellung und Kultivierung einer Bor-M angel-Suspensionskultur

Als Ausgangsmateria fur Suspensionkulturen dienten ebenfalls Petiolenexplantate. Die
Etablierung einer Suspensionskultur ging von dem bereits oben beschriebenen
Verfahren aus oder aber von Petiolenkulturen auf B5" mit 0,5 ppm 2,4-D. Nach 21
Tagen Kulturzeit wurde die in der Tube gebildete Suspension in eine Flussigkultur mit
B5" (-Bor) mit 0,5 ppm 2,4-D (iberfiihrt.

Kultiviert wurde meist in Polycarbonerlenmeyerkolben (250 ml). Zur Erhaltung einer
Suspensionskultur genligte ein durchschnittlich alle 2 Wochen stattfindender
Nahrmedienwechsel. Dazu wurde die Zellsuspension durch ein handelsiibliches
Kaffeesieb in ein Becherglas gesiebt. Nach dem Sedimentieren der Zellen wurde ca. 2/3
des alten Ndhrmediums abdekantiert, die Zellen einschliefdlich des restlichen aten
Nahrmediums wurde in einen Polycarbonkolben mit neuer B5'- (-B) Nahrlésung
Uberfuhrt. Zur Herstellung von Stammkulturen zu Versuchszwecken wurden die
Erhaltungssuspensionskulturen durch ein 90um Nylonsieb in ein Becherglas gesiebt,
nach Sedimentation abdekantiert und in einen Mef3zylinder Uberfuhrt. Nach ca. 30min.
waren die Zellen soweit sedimentiert, dal? das Zellvolumen (PCV) in ml bestimmt und
entsprechend neu eingestellt werden konnte. Die Stammkulturen wurden alle 20 Tage
nach dem gleichen Verfahren subkultiviert. Die Zelldichte fir eine neue Kultur in
Erlenmeyerkolben betrug ca. 10% der urspringlich in der Stammkultur vorliegenden
Zélldichte.

Fir die Versuche wurde eine in B5" (-B) kultivierte Stammkultur unter dreimaligem
Waschen mit neuer Nahrlésung Uber ein 90pum Nylonsieb gegeben. Nach 10 minttiger
Zentrifugation des Filtrates bei 300xg (HARAEUS-CHRIST-Zentrifuge) wurde der
Uberstand abdekantiert und das Sediment mit B5" aufgenommen. Sollte in
unterschiedlichen Medien weiter kultiviert werden, so wurde das aufgenommene
Sediment geteilt und jede Variante 3 mal mit dem jeweiligen Medium durch
Zentrifugation gewaschen. Nach Aufnahme des Sedimentes erfolgte eine Bestimmung
des gepackten Zelvolumens(PCV). Die weitere Kultivierung erfolgte fir die
Vermehrungsphase in Polycarbonkolben mit einer Kulturdichte von 5% PCV und fir
die Readlisierungsphase mit einer Kulturdichte von 0,5% PCV in Polycarbonkolben.
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3.5 Somatische Embryogenese in Petiolen und Wur zelexplantaten

In Versuchen zur Induktionss und/oder Realisierungsphase der somatischen
Embryogenese wurden die Explantate, wie zuvor beschrieben, in Kultur genommen (s.
S. 25).

Fiir die Untersuchungen zum Einflul von Bor im B5"-Medium wurden die Explantate je
nach Fragestellung fur 14 bis 30 Tage in B5" mit den unterschiedlichen Bor-
Konzentrationen kultiviert und anschlief3end nach Waschen mit auxinfreiem Medium in
B5-Nahrlosung fur mindestens 14 Tage in Kolben unter den Ublichen Bedingungen
weiter kultiviert. Abweichungen von dieser Vorgehensweise sind in der Darstellung der
Ergebnisse jeweils angegeben. Wurden die Wirkungen anderer Faktoren wie Kinetin

und Auxin untersucht, werden Details dazu jeweils im Ergebnisteil angegeben.

3.6 Somatische Embryogenesein Suspensionskulturen

Die somatische Embryogenese in Suspensionkultur verlauft nach einem ahnlichen
Prozel wie bei der Petiolenkultur (s. S. 26): Eine vorher in B5" kultivierte
Zellsuspension wird im B5 Medium weliter kultiviert.

Von der mit B5" kultivierten und mit einem 90 pm Sieb gesiebten Zellsuspension wurde
das PCV bestimmt. Diese Sediment wurde mehrmals durch Zentrifugation bel 300xg
far 7 Minuten gewaschen und ein Aliquot mit 0,08 ml PCV (ca. 3.100000 Z€llen) in 15
ml B5-Nahrl6sung Uberfuhrt, so dal3 die Kulturdichte 0,5% des PCV betrug.

3.7 Bewertungsmethoden der somatischen Embryogenese

Die qualitative und quantitative Auswertung erfolgte sowohl makroskopisch als auch
mikroskopisch in bestimmten Zeitabschnitten, die ebenfalls bei den verschiedenen
Versuchen im Ergebnisteil angegeben sind.

In den meisten Fdlen (auler einigen Ausnahmen, die ebenfalls im Ergebnisteil
kenntlich gemacht sind), wurden die Versuche nach der Methode von Wake et al.(1995)

fUr die Bewertung der somatischen Embryogenese bel Karotten ausgewertet.
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Jede Variante der somatischen Embryonen wurde in Fissigkultur durch 3
Ubereinandergelegte Siebe (90um, 425um und 800um) gegeben. Davon wurden je 3
nach Grofle bzw. Stadium der Embryonen (wie in der Tab. d angegeben) unter dem
Binokular ausgezahit:

Tab. d: Einteilung der Embryostadien nach Wake et al. (1995).

GrolRe Stadien des Embryonen
90um-425um: globul&rer und herzférmiger Embryo
425um-800um: kleiner somatischer Embryo (torpedoférmig) ]
>800um: grof3er somatischer Embryo (Pflénzchen).O

3.8 Histologische Untersuchungen

Die kultivierten Petiolenexplantate wurden sofort nach der Ernte bei Zimmertemperatur
in Ethanol/Eisessig (3:1) fixiert. Anschlief3end konnten sie fur unbegrenzte Dauer in
70%-igem Ethanol aufbewahrt werden. Das Material wurde nach der

Entwésserungsreihe (s.Schema) in fllssiges Paraffin eingebettet.

Tab. e: Schema zur Herstellung von Paraffinpréparaten fir_histologische Untersuchungen:

Fixieren: 48 Std. Ethanol/Eisessig (3:1)
Entwéassern: 4 Std. Ethanol (70 %ig)
2 Std. Wasser/Ethanol/Tert. Butanol (15: 50 :35)
2 Std. Ethanol/Tert. Butanol (45:55)
2 Std. I sopropanol/Tert. Butanol (25:75)
ca. 12 std. Tert. Butanol
Einbetten: ca. 48 Std. Tert. Butanol/Par affin (1:1) (60°C)

(bis kein Butanolger uch mehr vorhanden)

In Par affinschalen einbetten

Mit einem Mikrotom (Serienschnitt-Mikrotom 1510, Fa.Leitz) wurden 12 um dicke
Schnitte angefertigt, die mit Eiweil3-Glycerin bei 40°C fir 4 Stunden auf einem
Objekttrager aufgeklebt und fur ca 12 Stunden bei 30°C gegléttet und getrocknet

wurden.
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Die Cytoplasmaférbung wurde mit Hamatoxylin nach Heidenhain (Gerlach, 1977)
durchgefthrt. Hierzu wurden die Schnitte nach 2 maliger Entparaffinierung in Xylol
und dem Durchlaufen einer absteigenden Alkoholreihe, wie nachfolgend angegeben,

gefarbt und anschlief3end in Malinol eingeschlossen.

Tab. f: Arbeitsschritte zur Cytoplasmaférbung mit Hadmatoxylin und zur Herstellung
mikroskopiegerechter Préparate.

5 Min. Xylol

5 Min. Xylol

5 Min. 96%-iger Ethanol

5 Min. 70%-iger Ethanol

5 Min. 50%-iger Ethanol

5 Min. unter fliefendem Wasser wéssern
12 Std. 3 %-ige wassrige Fe-Alaun-Beize
10 Min. unter flieRendem Wasser wassern

35 Std. Héamatoxylin nach HEIDENHAIN
10 Min unter flieRendem Wasser wassern

1 Std. 0,6 %-ige Pikrinsdure-L 6sung

10 Min. unter flieRendem Wasser wassern

5 Min. 1%-ige Ammoniak- Ldsung

5 Min. unter flieRendem Wasser wassern

5 Min. 50%-iger Ethanol

5 Min. 70%-iger Ethanol

5 Min. 96%-iger Ethanol

15 Min Xylol

Mit Malinol eindecken

3.9 Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung erfolgte an einem Leitz MPV 1-Mikroskop. Zur
Dokumentation der sichtbaren histologischen Verdnderungen wurden die

Schnittpraparate fotografiert.

3.10 Borbestimmung

Die in diesem Versuch angewendete Methode zur Bestimmung von Bor in Lésungen

und in verschiedenen Explantaten (Petiolen, Embryonen wu.a) war die

Borbestimmungsmethode mit Azomethin-H mittels des Spektrophotometers (Cottenie
etal., 1982).
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Reagens :

-IN H2SO4

-Pufferlosung: 250 g NH4Ac in 500 ml H,O l6sen, 125 ml 99% Essigsdure, 6,79 Nag-
EDTA und 6 ml 80% Thioglycolsaure hinzuftgen.

-Azomethin-Reagens (muf3 vor der Benutzung vorbereitet werden): 0,9 ¢
Azomethin-H (Merck Nr. 11962) und 2 g Ascorbinsaure werden in wenig A.dest. gel 0st
und auf 100 ml mit A.dest. aufgefllt.

-1000 ppm Borstammldsung: 0,5706 g H3BO3z wird in 100 ml A.dest. gel 6st.

Eichkurve:
Es wurde eine Serie von Testtuben mit je 2ml Bor-Standardlésung (Bor-Konzentration
0-5-10-15 pg/ml) vorbereitet und weiterhin so verfahren, wie anschlief3end fir eine

Probe erkléart wird.

Messung:
1g trockenes Pflanzenmaterial wurde mit 100 mg CaO vermischt und bei 450°C

verascht.

Die Asche wurde in 10 ml 1IN H,SO, gel6st und zentrifugiert, danach werden 2 ml
Uberstand in die Testtuben pipettiert, 4 ml Pufferlosung dazugegeben und nach
Schitteln noch 2 ml Azomethin-Reagens hinzugefiigt. Nach erneutem Schitteln und 2

Stunden Wartezeit wurde die Absorption bei 410 nm gemessen.

3.11 Hormonanalysen

Nach Paasch (1994) und Grieb et al. (1997) wurde die Probe entsprechend einem
Frischgewicht von 4 g abgewogen und mit 40 ml 80%-igem Methanol (entspricht
10ml/g Frischgewicht) zweimal fur 1 Stunde und einmal fir 3 Stunden im Kihlraum
auf dem Schittler extrahiert. Als Antioxidanz enthielt das 80%-ige Methanol 2 % 2,6-
Diterbutyl-4-methylphenol. Der gewonnene Extrakt wurde bei 3500 RpM
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abzentrifugiert und durch ein Faltenfilter in einen dunkelbraunen Rundkolben filtriert.
Dunkle Glasgefal3e wurden verwendet, um Zerstorungen der IES und ABA durch Licht
zu vermeiden. Diese Extraktion wurde noch zweima nach jeweils einer Stunde
wiederholt.

Die vereinigten Extrakte wurden bis auf einen wasserigen Rickstand (2-3 ml) am
Rotationsverdampfer bei 35 °C eingeengt und quantitativ mit 70%-igem Methanol in
ein eisgekihltes 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt.

Um Pigmente und lipophile Substanzen aus den Proben zu entfernen, wurden die
Proben mit Prefduft durch zwel hintereinander geschaltete Octadecyl-Silan-Saulen (c-
18-Saulen, Baker-Bond spe) geprefd. Die Saulen wurden zuvor mit 70%-igem
Methanol equilibriert.

Unter einem leichten N,-Strom wurde der Extrakt im Wasserbad bei 35 °C auf 0,5-1 ml
abgedampft.

Eine wetere Vorreinigung der Extrakte erfolgte durch ene nochmalige
Choromatographie mittels Octadecyl-Silan-Saule (Baker-Bond spe, 6ml). Die Probe aus
dem vorhergehenden Schritt wurde auf die zuvor mit 40 mM TEAA-Puffer
(Triethylaminacid-Puffer) konditionierte Saule pipettiert und mit TEAA-Puffer (pH 3,5,
50 mM) gespult. Anschlief3end konnten die Hormone mit 6 ml 60%-igem Methanol
eluiert werden. Das Eluat wurde im Wasserbad bei 35 °C unter einem leichten N2-Strom
bis auf ein Volumen von unter 1 ml abgedampft, in ein Eppendorfreaktionsgefal}
Uberfiihrt und bis zur Trockene unter den oben genannten Bedingungen eingedampft.
Die so gereinigten Proben wurden bel -80°C bis zu weiteren Reinigungsschritten
aufbewahrt.

3.11.1 DieBestimmung der Phytohormone durch dieHPLC

Um ale in diesem Zusammenhang wichtigen Hormone zu messen, wurde die Probe
nach der Methode von Paasch (1994) und Grieb et al. (1997) in 50 pl Methanol
vorgelost. Dann wurden 100 pl TEAA-Puffer (40mM, pH 3,5) dazugegeben. Die
Ldsung wurde in ein ultrafree-MC (Millipore) Reaktionsgefald dberfihrt und in einer
Eppendorfzentrifuge geklart. Mit einer Hamiltonspritze wurde das Gesamtvolumen der
Probe bestimmt.
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Die Proben wurde in einer Lichrosphere RP-18-Saule (RP-18, 250-4 mm, 10pum, Fa.
Merck) durchgefuihrt. Die Temperatur betrug im Sdulenofen 35°C. Als Laufmittel
dienten Methanol und 40 mM TEAA-Puffer (40mM, pH 3,5), wobe die
Methanolkonzentration im Verlauf der Chromatographie von 35% auf 98 % erhoht
wurde (s. Tab. g).

Tab. g: Bedingungen fir die Trennung von Hormonextrakten in der HPLC
Saule: Lichrosphere RP-18, 250-4 mm, 10um
Saulentemperatur: 35°C

Laufmittel: A= Methanol
B= TEAA-Puffer,40 mM, pH 3,5
Gradient: Zeit (Min) Laufmittel-A Laufmittel-B FluB (ml/Min)

0 35 65 1
10 60 40 1
12 95 5 1
13 98 2 1
18 98 2 1
20 98 2 1
0

Die Phytohormone wurden nach den Retentionszeiten von Standardsubstanzen und nach
dem Verfahren der Standardaddition identifiziert und ihre durch Integration
gewonnenen Peakflachenanteile bestimmt. Anhand von Hormonstandardpréparaten
[Zeatin (SIGMA Z-0500), Zeatinribosid (SIGMA Z-0375), Dihydrozeatin (SIGMA D-
713), Isopentenyladenin (SIGMA D-0636), Isopentenyladenosin (SIGMA D-7036),
Indol-3-Essigsaure (SIGMA 1-1250) und Abscisinsaure (SIGMA A-1012)] wurden
Eichkurven mit genau  definierten  Konzentrationen erstellt und  die
konzentrationsabhangigen Integrale  zur Umrechnung der Peakfldchen in

K onzentrationen der Hormonproben herangezogen.
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3.12 Bestimmung der |AA-Oxidase-Aktivitat

Die IAA-Oxidase-Aktivitét der Explantate wurde bestimmt, indem eine modifizierte
Technik von Galston und Dalberg (Galston und Dalberg, 1954; Bohnsack und Albert,
1977 ) angewandt wurde.

Es wurden Explantate jeder Variante aus dem Nahrmedium herausgenommen, gewogen
und in einen gekuhlten Morser eingefillt, wobei letzterer eine kleine Menge Meersand
und kalten Puffer [Zitronensdure-Phosphat-Puffer (pH 5,6)] beinhaltete. Damit wurde
die Probenmasse im Morser zerrieben. Die zerriebenen Explantate wurden sofort in
einen 10 ml-Kolben mit 2,4-Dichlorphenol (10° M), IAA (40 pg /ml) und
Zitronensaure-Phosphat-Puffer (pH 5,6)] gegeben. Die Kolben wurden in einen
Wasserbadschiittler (30°C mit 130 RpM fir 1 Stunde) gesetzt. Nach der Inkubationszeit
wurden die Kolben aus dem Wasserbad herausgenommen und die Loésungen auf die
zurlickgebliebene IAA-Menge getestet. Dafr wurden die Extrakte aus den Explantaten
in Reagenzgléser mit Salkowski-Reagenz (50 ml 35% Perchlorsaure und 1 ml 0,5 M
FeCls ) geflllt und eine Stunde stehen gelassen, um die Reaktion wirken zu lassen.
Nach dem Zentrifugieren mit 300 RpM wurde die Absorption mit einem
Spektrophotometer gemessen (450 nm Wellenlange). Die Ubriggebliebenen 1AA-
Mengen wurden mit Hilfe einer Standardkurve bestimmt. Anhand der Berechnung der
abgebauten IAA-Menge (ug/g FG/Stunde) wurde die IAA-Oxidase-Aktivitéat ermittelt.

3.13 Anthozyan- und Chlorophylimessung

Um den Zusammenhang zwischen somatischer Embryogenese, Anthozyan- und
Chlorophyllsynthnese zu  bestimmen,  wurden  nach  Auswertung  der
Embryogeneseféhigkeit die Anthozyan- und Chlorophyllgehalte der Varianten
gemessen.

Die geernteten Explantate (verschiedene Embryonenstadien zusammen mit Resten der
Explantate) wurden gewogen. Anschliefiend wurden sie in gleichen Volumina einer
Losung, bestehend aus Methanol +1% HCI gegeben und nach der Abdeckung mit
Aluofolie sofort fur 12-24 Stunden in einem Dunkelkiihlschrank gelagert (Anthozyane
sind instabil und verlieren ihre Farbe durch neutrale oder akalische Ldsungen und
Licht). Anschlieffend wurden die Proben aus dem Kihlschrank genommen, sofort
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filtriert und ihre Anthozyan- und Chlorophyllgehate im Vergleich zueinander
(quantitativer Vergleich) durch ein Spectrophotometer gemessen (Neumann, 1962). Die
Extinktionen der Chlorophyll-Messungen wurden nach Schopfer (1970) in Chlorophyll

a und Chlorophyll b-Konzentrationen (mg.l™) umgerechnet.

Tab. h: Wellenladngen fir die Spektrophotometer-M essung.
Anthozyan 512 nm
Chlorophyll a 664 nm
Chlorophyll b 647 nm

Die gemessenen Daten wurden entsprechend der jeweiligen Probengewichte
umgerechnet. Ein typisches Probenspektrum zwischen 450 nm und 800 nm ist in der
Abb. Il zu ersehen.

0.050

0.040

0.030 -

Extinktion

0.020 -

0.010 -

vV
0.000 T

450 500 550 600 650 700 750 800

Wellenlange (nm)

Abbildung Il Typisches Probenspektrum zur K onzentrationsbestimmung von Chlorophyll aund b sowie
von Anthozyan.

3.14 Statistische Auswertung

Fur die Bewertung des Boreinflusses auf die somatische Embryogenese und die
Zusammenhange zwischen somatischer Embryogenese und anderen Faktoren, die in
diesen Versuchen eine Rolle spielen, wurden die Daten aller Versuchsgruppen mit Hilfe
eines t-Tests, des Duncan-Tests (Vergleich der Mittelwerte) und eines Korrelationstests
auf signifikante Unterschiede hin tberprdift.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Borbestimmungen in Karottenexplantaten und in der Nahrldésung sowie die
Freisetzung von Bor aus Glas

Wie aus der Literatur bekannt ist (Mengel und Kirkby, 1987; Asad et al., 1997), ist ein
Faktor, der bel der Untersuchung des Einflusses von Bor zu verfaschten
Schluéfolgerungen fuhren kann, die Freisetzung von Bor aus Glas. Dadurch kann in
Glasgefdien kein Bor-Mangel entstehen. Daher sind Untersuchungen mit Bor
schwierig. Wegen des Freisetzens von Bor durch Glasgefdle bestanden die
Kulturgefélie in den meisten Versuchen aus Polycarbonerlenmeyerkolben. Durch die
generelle Verwendung von Polycarbongefdl3en anstatt von Glas-t-Tuben kann die
Freisetzung von Bor verhindert werden (Tab.1).
Tabelle 1: Unterschiede der Borkonzentration in t-Tuben mit dest.Wasser (nach 0 und 20 Tagen) bzw. in
Polycarbonerlenmeyerkolben mit B5 oder B5*-Nahldsung (nach 0 und 20 Tagen). Zusitzlich

wurde die Borkonzentration in B5'-Nahrlésung mit Explantaten (nach 150 Tagen) bestimmt
bzw. die Borkonzentration in den Explantaten direkt gemessen (nach 150 Tagen).

Borkonzentration
Variante to {20 150
A.dest. in t-Tuben 0,00 (ug/l) 102,00 (pg/l) -
B5-Nahrldsung (ohne Bor) in
Polycar bonerlenmeyer 4,20 (ug/l) 3,40 (ng/l) -
B5"-Nahrlésung (ohne Bor) in
Polycar bonerlenmeyer 4,80 (ug/l) 4,80 (ug/l) -
B5"-Nahrlosung (ohne Bor) mit
Explantaten in Polycar bonerlenmeyer - - 2,70 (pa/l)
Explantate in B5'N&hrlésung (ohne
Bor) in Polycarbonerlenmeyer 0,30 (ug/g TG)
- - bzw. ca.
0,001(ng/Gefél)

Die Daten in Tabelle 1 machen deutlich, da? nach mehrmaligem Umsetzen in
Polycarbonkolben, welche Néhrmedien ohne Bor enthielten, der Borgehat in den
Explantaten abnahm. Gegentiber einem Borgehalt von 17.2 pg/g TG in Karottensamen
bzw. einem Borgehalt von 7.3ug/g TG in Petiolen von Karottenpflanzen aus Samen in
Agar ohne Bor-Zusatz zeigen diese Werte (Tab. 1) eine deutliche Abnahme des
Borgehaltes durch die finfmonatige Vorkultur der Petiolen-Explantate. Das damit
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erhaltene Gewebematerial stellt damit eine ideale Voraussetzung fir weitere Versuche

mit Bor dar.

4.2 Einflul von Bor auf das Wachstum von Kar ottenkeimpflanzen

In diesem Versuch wurde die Reaktion aus Samen angezogener Karottenpflanzen auf
verschiedene Borkonzentrationen untersucht. Die Samen wurden in Glasgeféa3e mit
Agar und verschiedenen Borkonzentrationen unter sterilen Bedingungen ausgesét. Die
nach der Ernte ermittelten Mef3ergebnisse der verschiedenen Wachstumsfaktoren sind in
Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: EinfluR von Bor auf Wachstum und morphologische Reaktionen, z.B. Blétteranzahl,
Petiolenléange, Hauptwurzelldnge, Nebenenwurzelldnge und Hypokotyllénge intakter
Karottenpflanzen (Karottenssamen auf Agar mit B5-Né&hrldsung (ohne 2,4-D, mit 10 g/l
Saccharose), mit verschiedenen Borkonzentrationen, fur 4 Wochen kultiviert.

Bor- Blatter - Petiolen- Haupt- Neben- Hypokotyl-
Konzentration | anzahl *** lange wurzellange | wurzelldnge lange
(ppm) (cm)*** (cm)*** (cm)*** (cm)***
0 1,32 ¢ 083 ¢ 426 c 0,00 cd 131 ¢
0,5 214 a 535 a 817 b 3,80 a 1,99 a
5 235 a 489 a 11,49 a 1,09 b 1,16 cd
10 220 a 477 a 10,08 ab 133 b 1,34 c
20 1,90 ab 303 b 942 b 0,87 bc 164 b
40 1,60 bc 315 b 870 b 043 cd 0,98 de
80 055 d 049 c 255 ¢ 0,00 d 0,79 e

Mittelwerte aus vier Wiederholungen

Die Daten fur die Nebenwurzellange beziehen sich jeweils auf die oberste Nebenwurzel (soweit
vorhanden)

*** ggnifikanter Unterschied mit p=1 %

Duncan-Test (Signifikanzniveau 95%):

8a, b, c JSymbole zur Anzeige eines signifikanten Unterschieds

Nach den Daten in Tabelle 2 hat Bor einen signifikanten Einflu® auf alle gemessenen
Wachstumsfaktoren. Wie aus Tabelle 6 zu entnehmen ist, besteht fir das Wachstum und
die Entwicklung der enzelnen Organe von Daucus carota L. en Bor-
K onzentrationsoptimum zwischen 0,5 und 5,0 ppm im Medium. Hierbei zeigt sich bei

der Blattanzahl und der Petiolenldnge ein breiteres Optimum-Gebiet von etwa 0,5 bis

36



10,0 ppm,wéhrend fir die Nebenwurzel und die Hypokotyllange ein ausgeprégtes Bor-
Optimum bei 0,5 ppm zu beobachten ist.

Be den Karottenpflanzen auf Agar mit Ndhrmedium (5 ppm Bor) waren die
Nebenwurzeln [anger, schmaler und brauner als bei den Varianten mit O ppm Bor.

In allen Fallen hat eine Konzentration von 80 ppm Bor den negativsten Einfluf3.

Aus den Daten in Tab.2. |at sich entnehmen, dal3 die Bor-Toxizitét ungefdhr ab einer
Konzentration von 40 ppm beginnt und mit steigender Konzentration zunimmt.

Als Symptome einer Bor-Toxizitét traten in dieser Untersuchung allgemeine Chlorosen
auf, die in den Bléattern begannen und sich bis in die Petiolen fortsetzten. Der
Unterschied zwischen den Symptomen von Bortoxizitdt und -mangel liegt darin, dal3 bei
Bormangel zuerst die Petiolen (genau unter der Blattlamina) schmaler werden. Danach
legt sich die Blattlamina zusammen. Anschlief3end treten Nekrosen in Petiolen und
Blattlamina auf. Kastori et al. (1995) berichten tiber verminderte photosynthetische O,-
Entwicklung in den Blétern von Sonnenblumen mit Bormangel und einen damit
verbundenen verminderten Chlorophyllgehalt in den Lamina. Bor-Toxizitét auf3ert sich
dagegen in algemeinen Chlorosen, ohne dal3 die Bléatter sich zusammenlegen, und ohne
dal3 die Petiolen schmaler werden.

Ein anderes Symptom fur Bor-Toxizitét besteht in einer Reduzierung von Entwicklung
und Wachstum der Hauptwurzel und Nebenwurzeln (Tab. 2 und Abb. 1.1).

In den Abbildungen 1.1 bis 1.9 ist der Habitus der Karottenpflanzchen bei einzelnen
Borstufen dargestellt.

. . I-. 1. . . I .
d'-' ¥ — - - e o
Abbildung 1.1: Unterschiede des Wachstums von Karottenpflanzen auf Agar mit 0, 5, 10 bzw. 80 ppm

Bor (rechts). Die zusammengefalteten Blétter bei O ppm Bor (s. Markierung) sind ein deutliches
Bormangel-Symptom. Bei 80 ppm Bor war das Pflanzenwachstum sehr gering (s. Markierung).
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Abbildung 1.2: Karottenpflanzen auf Agar mit ~ Abbildung 1.3: Vergleich zwischen Karotten-
0,5 ppm Bor (Ublich). pflanzen, die auf Agar mit 0,5 ppm Bor
bzw. ohne Bor (rechts). gewachsen sind.

Abbildung 1.4: Primérblétter von Karottenpflan- Abbildung 1.5: Chlorotische, direkt unter der
zen, bevor Bormangelsymp-tome sichtbar gekrimmten Blattlamina verschmélerte und
werden. gebogene Petiolen (s. Markierung) as

Merkmale des Bormangels.
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Abbildung 1.6:

Karottenpflanzen
Bormangelbedingungen. Im Vergleich mit
der Abbildung (1.4), zeigen sich deutliche
Symptome, wie z.B. gekrimmte Blattlamina
und unter ihnen schmale Petiolen (s.
Markierung), die als typische Merkmale fir

unter Abbildung 1.7: Karottenpflanzen auf Agar mit

0 ppm Bor. Die schmalen Petiolen unter der
Blattlamina und die zusammengefaltete
Lamina (s. Markierung) sind in diesem
Versuch ein deutliches Symptom fir Bor-
mangel.

Bormangel gelten

Abbildung 1.8: Wurzelwachstum bel Karott-
enpflanzen auf Agar mit 0,5 ppm Bor

Abbildung 1.9: Wurzelwachstum bei Karotten-
pflanzen auf Agar mit O ppm Bor. Als
Bormangelsymtome zeigten sich in die-
sem Versuch gestortes Wurzelwachs-tum
und verdickte Wurzeln mit abgestor-
benen Wurzel spitzen.

4.3 Einfluf3 von Bor und Saccharose auf das Wachstum von Kar ottenpflanzen

Fir Untersuchungen tber den Zusammenhang bzw. synergistische und antagonistische
Wirkungen zwischen Bor und Saccharose auf das Wachstum von Karottenpflanzen
wurden Karottensamen auf Agar ohne und mit 0,5 ppm Bor und mit und ohne 20 g/l
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Saccharose (B5-Medium) kultiviert. Aus den Daten in Tab.3 &3t sich entnehmen, daf
maximales Wachstum der Karottenpflanzen bel den Varianten auftritt, die sowohl Bor
als auch Saccharose erhielten. Bei den anderen Varianten zeigten sich bezlglich der
verschiedenen Wachstumsfaktoren bzw. des Organwachstums der Karottenpflanzen
unterschiedliche Reaktionen, z.B. ein Maximum beim Wachstum der Petiolen bei (+B-
Sacch.), das Maximum des Wurzelwachstums lag bel (-B-Sacch.), das des
Hypokotylwachstums bei (-B+Sacch.).

Tabelle.3: Einflu3 von Bor und Saccharose auf das Wachstum und die morphol ogischen Reaktionen z.B.
Blétteranzahl, Petiolenldnge, Wurzelldnge, Hypokotylenldnge. Daten wurden von intakten
Karottenpflanzen erhoben. Karottenssamen wurden fur 4 Wochen auf Agar mit B5-
Nahrlosung (ohne 2,4-D) kultiviert. Die Néhrmedien wurden mit verschiedenen
K ombinationen von Bor (0 bzw. 0,5 ppm) und/oder Saccharose (0 bzw. 20 g/l) angesetzt].

Saccha-

rose- - Sacch. +Sacch.

Varian-

ten

Bor- Blatt- | Petiol- | Wurzel-| Hypo- | Blatt- | Petiol- [ Wurzel-| Hypo-
Varian- er- en- lange | kotyl- er- en- lange | kotylen-
ten anzahl lange (cm) lange | anzahl lange (cm) lange

(cm) (cm) (cm)

- Bor 1,58 1,09 533 1,03 1,32 0,83 4,26 1,31

+ Bor 1,56 2,17 4,53 1,23 2,17 4,35 8,17 1,99

Mittelwerte aus vier Wiederholungen

Die in diesem Versuch gewonnenen Ergebnisse zeigen, da bei der Variante (-B-
Sacch.) im Vergleich zu der Variante (-B+Sacch.) die Anzahl der Blétter erhdht war
(Tab. 3). Bel der Variante (-B+Sacch.) im Vergleich zu der Variante (-B-Sacch.) waren
die Wurzeln stérker (s. Abb. 2.1).

Im Vergleich zu den Varianten (-B+Sacch.), (+B+Sacch.) und (-B-Sacch.) war das
Hypokotylwachstum bei der Variante (-B-Sacch.) gering (Tab. 3, Abb. 2.1 und 2.2). Bei
der Variante (+B-Sacch.) waren (Abb. 2.2) die Pflanzen schwach, die ganzen Pflanzen
und besonders die Wurzeln, waren schmal, zart und gebrechlich. Bei dieser Variante
wurden fast keine Nebenwurzeln entwickelt.
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Tabelle3.1: Die Bestimmmung der Anthozyankonzentration bei Petiolen, Hypokotylen und Wurzeln,
sowie die Konzentrationsbestimmung von Chlorophyll-a und -b bei Petiolen, Hypokotylen,
Wurzeln [Alle Daten wurden von intakten Karottenpflanzen erhoben. Karottenssamen wurden
fur 4 Wochen auf Agar mit B5-Nahrlésung (ohne 2,4-D) kultiviert. Nahrmedien wurden mit
verschiedenen Kombinationen von Bor (0 bzw. 0,5 ppm) und/oder Saccharose (0 bzw. 20 g/l)

angesetzt].

Saccha

rose- - Sacch. +Sacch.
Varian-

ten

Anthozyan * Cholorophyll a/b Anthozyan * Cholorophyll a/b
(mg.I™) (mg.™)
Bor-
Variand Petio- | Hypo- | Wur- | Petio- | Hypo- | Wur- | Petio- [ Hypo- | Wur- | Petio- [ Hypo- [ Wur-
ten len | koty- | zeln len | koty- | zeln len koty- [ zeln len koty- | zeln
len len len len

-Bor | 0,04 [ 0,03 | 0,01 | 1,40/ | 0,50/ |0,19/| 0,02 | 0,03 | 0,01 | 0,4V | 0,35/ | 0,10/
1,20 | 0,40 | 0,15 0,32 | 0,26 | 0,08

+Bor | 003 | 0,02 | 0,01 | 1,40/ | 0,37/ |0,11/| 0,02 | 0,03 | 0,03 | 0,70/ | 0,30/ | 0,19/
1,10 | 0,35 | 0,10 0,67 | 0,27 | 0,18

Mittelwerte aus vier Wiederholungen
x (Extinktionen gegen die Extraktionsmedien, s. Kap. 3.13)

Bel der Variante (-B-Sacch.) waren nach Tab. 3.1 die Anthozyangehalte der Petiolen am
hochsten, wahrend die Variante (+B+Sacch.) die hdchste Anthozyankonzentration in
Hypokotyl und Wurzeln zeigte. Die Petiolen und Wurzeln von Pflanzen, die im
Medium (-B+Sacch.) wuchsen, bildeten nur wenig Anthozyan, wéhrend bei der
Variante (+B-Sacch.) die Hypokotyle einen geringen Anthozyangehalt aufwiesen.

Der hochste Chlorophyllgehalt zeigte sich in den Petiolen und Hypokotylen bei der
Variante (-B-Sacch.), an zweiter Stelle lag die Variante (+B-Sacch.). Die Variante
(-B+Sacch.) hatte die geringste Chlorophyllkonzentration. Man kann also feststellen,
dald die Karotten in Medien ohne Saccharose eine héhere Chlorophyllkonzentration
zeigten. Diese Ergebnisse befinden sich in Ubereinstimmung mit Befunden von Bender
et al. (1987).

Aus der Varianzanalyse (Tab.3.2) ergibt sich, dal3 sowohl Bor as auch Saccharose auf
die Petiolenlange einen signifikanten Einflul@ haben, und dal3 auch die Interaktion
zwischen Bor und Saccharose hoch signifikant ist. Das bedeutet, daf3 die Wirkung eines

Faktors von der Anwesenheit oder Abwesenheit des anderen Faktors abhéngig ist.
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Tablle 3.2: Varianzanalyse der Petiolenldnge, von Karottenpflanzen (Agar-Kultur) unter dem Einfluf3 von

Bor und Saccharose

Faktoren Qudrat-Summe | FG Mittlere- F-Statistik | Signifikanz
Quadrate
BOR 21,25210 1 21,25210 40,13838 0,00004
SACCHAROSE 3,70562 1 3,70562 6,99873 0,02136
BOR * SACCHAROSE 5,92923 1 5,92923 11,19840 0,00582
Fehler 6,35365 12 0,52947

Auch der Einfluf3 von Bor und Saccharose auf die Anzahl der Blétter pro Pflanze und
die Wurzel- bzw. Nebenwurzellangeist in jedem Fall signifikant (Tab. 3.3; 3.4; 3.5).

Tabelle 3.3: Varianzanalyse der Blattanzahl pro Pflanze von Karottenpflanzen (Agar-Kultur) unter dem
Einflu von Bor und Saccharose.

Faktoren Quadr at- FG Mittlere- F-Statistik | Signifikanz
Summe Quadrate
BOR 0,68890 1 0,68890 14,9536 0,00224
SACCHAROSE 0,12960 1 0,12960 2,81306 0,11933
BOR * SACCHAROSE 0,74823 1 0,74823 16,2405 0,00167
Fehler 0,55285 12 0,04607

Tabelle 3.4: Varianzanalyse der Wurzelldnge von Karottenpflanzen (Agar-Kultur) unter dem Einfluf3 von
Bor und Saccharose.

Faktoren Quadr at- FG Mittlere- F-Statistik Signifiknz
Summe Quadrate
BOR 9,62551 1 9,62551 16,00533 0,00176
SACCHAROSE 6,59206 1 6,59206 10,96130 0,00622
BOR * 22,16056 1 22,16056 36,84866 0,00006
SACCHAROSE
Fehler 7,21672 12 0,60139

Tabelle 3.5: Varianzanalyse der Nebenwurzellénge,

Einflul von Bor und Saccharose.

von Karottenpflanzen (Agar-Kultur) unter dem

Faktoren Quadr at- FG Mittlere- F-Statistik | Signifikanz
Summe Quadrate
BOR 9,63037 1 9,63037 143,31876 | 1,1918E-07
SACCHAROSE 11,66587 1 11,66587 173,61099 | 4,42461E-08
BOR * SACCHAROSE 9,63037 1 9,63037 143,31876 | 1,19198E-07
Fehler 0,73915 11
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Die Daten aus den Varianzanalysentabellen (Tab. 3.2 bis 3.5) zeigen, dal3, abgesehen
von der positiven Interaktion zwischen Bor und Saccharose, auch jeder einzelne dieser
beiden Faktoren separat einen Einflul3 auf die Physiologie und Morphologie von
Karotten hat.

In den Abbildungen 2.1 bis 2.4 ist der Habitus der Karottenpflanzen in Agar-Kultur mit
unterschiedlicher Bor-Applikation dargestellt.

]

T——
Abbildung 2.1: Unterschiede zwischen auf Agar gewachsenen Karottenpflanzen mit Saccharose und
ohne Bor (-B+S) und ohne Saccharose und ohne Bor (-B-S) (rechts).

Abbildung 2.2: Unterschiede zwischen auf Agar gewachsenen Karottenpflanzen mit Bor und ohne
Saccharose (+B-S) und mit Bor und Saccharose (+B+S) (rechts).



- Saccharose
+ Bor

Abbildung 2.3: Unterschiede zwischen auf Agar Abbildung 2.4: Unterschiede zwischen auf Agar

gewachsenen Karottenpflanzen, ohne Sacc- gewachsenen Karottenpflanzen mit Sacc-
harose (-Sacch.) und ohne Bor (-Bor) bzw. harose (+Sacch.) und ohne Bor (-Bor) bzw.
mit Bor (+Bor). mit Bor (+Bor).

4.4 Einfluf3 von Bor auf die somatische Embryogenese

4.4.1 Vorversuche mit Petiolenkultur

Der erste Versuch, mit dem der Einflu von Bor auf die somatische Embryogenese
untersucht wird, besteht aus Petiolenkulturen in B5'-Nahrldsungen mit verschiedenen
Borkonzentrationen. Nach zwei Wochen Kultivierung wurden die Explantate in B5'-
Nahrlésungen mit der vorherigen Borkonzentration umgesetzt und dort nach zwei bzw.
vier Wochen auf das Vorhandensein von somatischen Embryonen geprift (siehe Tab.
4).



Tabelle 4: Die Wirkung verschiedener Borkonzenterationen auf die Differenzierung somatischer
Embryonen von Petiolenexplantaten (Anteil globulérer, herzférmiger und torpedoférmiger
Embryonen) und auf die morphologischen Reaktionen [Embryonenwurzelwachstum (WW.)
und Embryonenkotyledonenwachstum (KW)] wahrend der Redlisierungsphase der
somatischen Embryogenese in Petiolenexplantaten aus im Boden gewachsenen-
Karottenpflanzen (14 Tage in B5*-Nahrlésungen und anschliefend fiir 14 bzw. 24 Tagein BS

-Nahrmedium).
B5" B5 Realisierungsphase (14 Tage) Realisierungsphase (24 Tage)
(14 Tage)
Bor Bor Glo- | herz- | tor- Glo- | herz- | tor-
(ppm) (ppm) |bulér | fér- |pedo-| WW | KW |bulédr | fér- |pedo-| WW | KW
mig | for- mig | for-
mig mig
0,25 0,25 +++ | | + + + + +++ | +++ ++
0,50 0,50 ++ ++ | +++ + ++ + + | | A+ |+
1,00 1,00 ++ ++ ||+ ||+ + || |
2,00 2,00 + + ++ + ||+ + + + 4+
3,00 3,00 + + + + ||+ + + N [

Boniti erungsklassen:
+, ++, +++, ++++: relative Mengenangabe
(+) = wenig, (++++) = vidl, - = keine

Die in Tabelle 4 ausgefiihrten Ergebnisse zeigen, dal’ im Falle aller Borkonzentrationen
Embryogenese vorkommt, auch bei der Variante mit 0,25 ppm Bor wurden Embryonen
in verschiedenen Stadien beobachtet. Nach Bonitierung der Kulturen wurde nach 14
Tagen zunachst festgestellt, dal?3 die Embryonen im Globulér- und im Herzstadium bei
0,25 ppm Bor in hoéchster Zahl vorkommen, wahrend bei einer Borkonzentration von 1
ppm die Anzahl der torpedoformigen Embryonen am grofdten war. Bis zum
Bonitierungstermin nach 24 Tagen ist aus Tabelle 4 zu entnehmen, dal} die
Embryonenentwicklung das Globuldr- und Herzstadium durchlaufen und bereits h6here
Stadien erreicht hatte.

Das beste Wurzelwachstum war nach 24 Tagen Kultivierung bei der Variante mit 0,25
ppm Bor sichtbar, wahrend das ausgeprégteste Cotyledonenwachstum nach 2 und 4
Wochen bel der Variante mit 3 ppm Bor erreicht wurde.

4.4.2 Vorversuche mit Suspensionskultur aus Petiolen

Zur Untersuchung der Frage, ob bel einer Borkonzentration von O ppm in Kulturen von
Karottensuspensionen Embryogenese moglich ist, wurde ein Versuch nach den
Angaben von Tab. 5 durchgefihrt.
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Tabelle 5. Die Wirkung verschiedener  Borkonzenterationen auf die  somatische
Embryonendiffernzierung (Anteil globulérer, herzférmiger und torpedoférmiger Embryonen)
und auf die morphologischen  Reaktionen  (Embryonenwurzelwachstum  und
Embryonencotyledonenwachstum) wahrend der Redisierungsphase der somatischen
Embryogenese in Petiolenzellsuspensionen aus Bor-freien B5™-Nahrlésungen, die 23 Tage in
B5-Nahrmedien kultiviert wurden.

Borkonzentrationen Globulér her z- torpedo- | Embryonen- | Embryonenco

(ppm) formig formig wur zel- tyledonen-
wachstum wachstum

0 +++ +++ +++ ++++ +

0,25 +++ +++ +++ +++ +

0,5 +++ +++ +++ ++ ++

1 ++ ++ ++ ++ ++

2 ++ ++ ++ + ++

3 + + + +

Bonitierungsklassen:
+, ++, +++, ++++: relative Mengenangabe
(+) = wenig, (++++) = vid

Aus der Tabelle 5 und den folgenden Abbildungen 3.1 bis 3.6 ist ersichtlich, dai3 bei
verschiedenen Bor-Varianten Embryonen in unterschiedlichen Stadien entstehen. Der

vorgestellte Versuch hat gezeigt, dal3 die Embryogenese auch bel O ppm Bor méglich
ist, Bormangel scheint sogar einen positiven Einfluld auf die Anzahl der entstandenen
Embryonen zu haben. Ein anderes Ergebnis des Versuches war die Beobachtung des
Einflusses von Bor auf das Wachstum der Embryonenwurzeln und -cotyledonen. Bei
niedrigeren Borgehalten kam es zu stdrkerem Wurzelwachstum und bei hoheren

Borkonzentrationen zu starkerem Cotyledonenwachstum.

g

"

Abbildung 3.1: Karottenembryonen in B5- Abbildung.3.2: Karottenembryonen in B5 Nahr-
Nahrlésung mit Oppm Bor nach 14 Tagen |8sung mit 0,25ppm Bor nach 14 Tagen.
(Die Markierung zeigt bei 0 ppm Bor einim
Vergleich zu den anderen Bor-Konzen-
trationen ein vergleichsweise starkeres Wur-
zelwachstum und ein schwéacheres Cotyle-
donenwachstum).
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Abbildung 3.3: Karottenembryonen in B5- Abbildung 3.4: Karottenembryonen in B5-
Nahrlésung mit 0,5ppm Bor nach 14 Tagen Nahrlosung mit 1ppm Bor nach 14 Tagen
(Markierung: das Cotyledonenwachstum ist (Markierung: das Wurzelwachstum ist sch-
besser als bei der Variante mit 0 ppm Bor). wacher als das der Cotyledonen).

Abbildung 3.5: Karottenembryonen in B5- Abbildung 3.6: Karottenembryonen in B5-
Nahrlésung mit 2ppm Bor nach 14 Tagen Nahrlosung mit 3ppm Bor nach 14 Tagen

(Markierung: das Cotyledonenwachstum ist (Die Markierungen zeigen einen Zusam-
stark). menhang zwischen Bor und Cotyledonen-
wachstum).

4.4.3 Untersuchung von Hormonen im Nahrmedium und zum Boreinflul® auf die
somatische Embryogenese von Karotten-Petiolenkulturen wahrend der
Induktionsphase

Wie die bisher durchgefihrten Versuche gezeigt haben, fuhrt das zu beobachtende
Embryonenwachstum zu der Annahme, dal3 die Wirkung von Bor auf die somatische

Embryogenese durch pflanzliche Hormone zustande kommt, deren Wirkung dem
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Einflud von Bor d&hnlich ist. Daher wurde ein Versuch mit verschiedenen
Wachstumsregulatoren mit und ohne Bor wahrend der Induktionsphase (14 Tage) mit
nachfolgender Realisierungsphase angelegt, wo die Explantate ohne und mit Bor 20
Tage wachsen konnten. Die Ergebnisse der Tabelle 6.1a und 6.1b zeigen, dal3 im Falle
der Varianten ohne 2,4-D im allgemeinen keine somatischen Embryonen zu beobachten
waren. Kinetin konnte nicht statt 2,4-D eingesetzt werden, um somatische Embryonen
zu induzieren, es hatte sogar einen negativen Einflufd auf die Anzahl der entstandenen
Embryonen, d.h. Kinetin scheint ein Inhibitor in Bezug auf die Induzierung der

somatischen Embryogenese zu sein.
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Tabelle 6.1: Der Einflu von Bormangel und 0,5 mg/l Bor wahrend der Induktionsphase (14 Tage) bei verschiedenen Kombinationen von 2,4-D (5 mg/l) und Kinetin (0,01
mg/l) mit nachfolgender Kultur mit und ohne Bor wahrend der Realisierungsphase (20 Tage) auf die somatische Embryogenese von Petiolenexplantaten (6
Petiolen pro Kulturgefal?) von Daucus carota L., bezogen auf die Embryonenzahl nach der Realisierungsphase, sowie die nach Wake et al. (1995) einzuteilenden

Embryonenstadien [Anteil der globuldren und herzférmigen Embryonen (90-425um), Anteil der Embryonen im Torpedostadium (425-800 um) und Anteil der

grofRen Embryonen (>800 um)].
Induktionsphase (14 Tage)
B5 (-Bor)
+2.4-D -2.4-D
+Kinetin -Kinetin +Kinetin -Kinetin
Realise-
rungs- Embryonalstadium (%) Embryonalstadium (%) Embryonalstadium (%) Embryonalstadium (%)
phase
(20
Tage)
Anzahl- 90- 425- | >800um | Anzahl- 90- 425- | >800um | Anzahl- 90- 425- | >800um | Anzahl- 90- 425- | >800um
B5 Embry- [ 420um | 800um Embry- [ 420um | 800um Embry- [ 420um | 800um Embry- | 420um | 800um
(0Bor) | onen onen onen onen
-Bor 9,1 71,96 28,03 0,00 524 76,8 11,33 11,63 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
+Bor 16 43,18 24,08 32,54 648 73,06 14,06 12,66 0,00 0,00 0,00 0,00 2,3 0,00 0,00 100
B5 (+ 0,5 ppm Bor)
-Bor 3,3 60,60 30,30 9,09 690 80,70 10,00 9,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
+Bor 102 76,47 11,76 11,76 290 61,89 17,49 20,6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

B5 (+B oder -B ) = B5-Nahrldsung ( mit 0,5 ppm oder ohne Bor)
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Die Daten zeigen, dal3 bei Bor-Mangel (Tab. 6.1) in der Induktionsphase eine grof3ere
Anzahl Embryonen gebildet wurde. Esist ein Indiz daftr, dal3 Bor-Mangel wahrend der
Induktionsphase keinen negativen Einflul auf die Induktion der somatischen
Embryogenese austiben kann. Aus diesem Versuch geht auch hervor, daf3 zur Induktion
von Embryonen 2,4-D erforderlich ist. Die Kinetin-Applikation fihrt nur dann zur
Bildung von Embryonen, wenn 2,4-D wahrend der Induktionphase und eine zusétzliche
Bor-Dosis wéahrend der Realisierungsphase appliziert werden, so da3 bel 2,4-D
Gegenwart Kinetin und Bor eine synergistische Wirkung ausiiben konnen.

Die Ergebnisse der Varianzanalyse Uber den Einflul? der in diesem Versuch benutzten
Varianten auf die Bildung somatischer Embryonen sind den Tabellen 6.1.1 bis 6.1.4. zu

entnehmen.

Tabelle 6.1.1: Ergebnis der Varianzanalyse zur Aufklérung der Varianz der gemessenen Embryonenzahl
im Hinblick auf die Bor- und Hormon-Applikation in der Induktionshase sowie die Bor-
Applikation wahrend der Realisierungsphase der somatischen Embryogenese.

Faktoren Summe- FG Mittlere- F-Statistik Signifikanz
Quadrate Quadrate
Bor-Ind.-Phase 27507 1 27507 0,194 0,660
Hormon-Ind.- 8668537 3 2889512 20,414 0,000
Phase
Bor-Real .-Phase 6536 1 56536 0,399 0,528
Fehler 9068368 5 1813674 12,813 0,000
19392040 137 141548
Gesamt 28460408 142 200425

Tabelle 6.1.2: Ergebnis der Varianzanalyse zur Aufklérung der Varianz der Bildung von Embryonen mit
der Grofe 90 - 425um, im Hinblick auf die Bor- und Hormon-Applikation in der
Induktionshase sowie die Bor- Applikation wahrend der Realisierungsphase der somatischen

Embryogenese.
Faktoren Summe- FG Mittlere- F-Statistik Signifikanz
Quadrate Quadrate
Bor-Ind.-Phase 17016 1 17016 0,147 0,7023
Hormon-Ind.- 5527808 3 1842602 15,881 0,000
Phase
Bor-Real.-Phase 70249 1 70249 0,605 0,4378
Fehler 5820776 5 1164155 10,033 0,000
15895976 137 116029
Gesamt 21716752 142 152934
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Tabelle 6.1.3: Ergebnis der Varianzanalyse zur Aufklérung der Varianz der Bildung von Embryonen mit
der GrofRe 425-800 pum, im Hinblick auf die Bor- und Hormon-Applikation in der
Induktionshase sowie die Bor- Applikation wahrend der Realisierungsphase der somatischen

Embryogenese.
Faktoren Summe- FG Mittlere- F-Statistik | Signifikanz
Quadrate Quadrate

Bor-Ind.-Phase 1015 1 1015 0,711 0,4005
Hor mon-Ind.-Phase 123128 3 41042 28,746 0,000
Bor-Real.-Phase 46 1 46 0,033 0,8571
Fehler 126345 5 25269 17,698 0,000

195602 137 1427

Gesamt 321948 142 2267

Tabelle 6.1.4: Ergebnis der Varianzanalyse zur Aufklérung der Varianz der Bildung von Embryonen mit
der Gréfze >800 um, im Hinblick auf die Bor- und Hormon-Applikation in der Induktionshase

sowie die Bor- Applikation wahrend der Realisierungsphase der somatischen Embryogenese.
Faktoren Summe- FG Mittlere- F-Statistik | Signifikanz
Quadrate Quadrate
Bor-Ind.-Phase 12 1 12 0,061 0,8059
Hormon-Ind.-Phase 58766 3 19588 94,755 0,000
Bor-Real.-Phase 418 1 418 2,024 0,1571
Fehler 62504 5 12500 60,469 0,000
28322 137 206
Gesamt 90826 142 639
Nach den Ergebnissen der Varianzanalyse fur die Gesamtzahl der gebildeten

Embryonen ist festzustellen, dal3 der Boreinflufld weder in der Induktionphase, noch in
der Realisierungsphase signifikant ist, sondern da3 nur die Hormonkombination
wahrend der Induktionsphase einen signifikanten Effekt ausgelbt hat. Wie den Tabellen
6.1.2 bis 6.1.4 zu entnehmen ist, gilt diese algemeine Tendenz auch fur die
Embryonenzahl in verschiedenen Entwicklungsstadien nach Wake et al. (1995). Um den
Zusammenhang zwischen der Borkonzentration und den bei dieser Untersuchung
gemessenen Faktoren im Laufe der Realisierungsphase charakterisieren zu konnen,
wurden Korrelationskoeffizienten berechnet (s. Tab. 6.1.5).
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Tabelle 6.1.5: Korrelationskoeffizienten zwischen den gemessenen Faktoren [Borkonzentration (O und
0,5 mg/l) in der Realisierungsphase (Real.Bor), totale Embryonenzahl, Anteil globulérer und
herzférmiger Embryonen (90-425um), Anteil der Embryonen im Torpedostadium (425-800
um), Anteil der groRen Embryonen (>800 um)] im Laufe der Realisierungsphase der
somatischen Embryogenese in Petiolenexplantaten [Induktionphase (14 Tage Kulturdauer) und
Realiserungsphase (20 Tage Kulturdauer)]

Bor-Ind. Bor-Real. Embryo- | 90-425 um | 425-800 um | >800 um
phase phase nenzahl

Bor-Ind. phase

Bor-Real. phase 0,00 -

Embryonenzahl -0,08 -0,11
90-425 pm -0,07 -0,01 0,99
425-800 pm -0,01 0,07 0,88 0,85 -
>800 um -0,07 0,12 0,20 0,14 0,37

Aus der Tabelle 6.1.5 ist eine schwach negative Korrelation zwischen der
Borkonzentration in der Realisierungsphase und der Embryonenanzahl ableitbar, auch
zeigt Bor eine negative Wirkung auf die Anzahl der Embryonen und auf die Anzahl
globulér-, herzférmigen und torpedoférmigen Embryonen in jeder Variante im Laufe
der Induktionsphase. Der Einflull der Borkonzentration im Laufe der
Realisierungsphase zeigt sich in der schwach negativen Wirkung auf die Anzahl von
globulér- und herzférmigen (90-425 pm) und der positiven Wirkung auf die Zahl grof3er
torpedoférmiger (>800 um) Embryonen.

Aus der Tabelle ist weiterhin eine positive Korrelation zwischen der Anzahl globulér-
und herzférmiger Embryonen und der Zahl grof3erer bzw. torpedoférmiger Embryonen
ableitbar, was mit Verénderung ihrer Anteile (%) in den verschiedenen Stadien wahrend
der Readlisierungsphase in Verbindung steht (s. Tab. 6.1).

Aus der Tabelle 6.1 ist ersichtlich, dal3 die Kinetinverwendung im Laufe der
Induktionsphase die Induktion somatischer Embryonen bedeutend hemmt und eine
starke Senkung der Embryonenanzahl verursacht.
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Tabelle 6.1.6: Korrelationskoeffizienten zwischen Bor bzw. Kinetin und den gemessenen Prifmerkmalen
[Embryonenanzahl, Anteil globuldrer und herzférmiger Embryonen (90-425um), Anteil der
Embryonen im Torpedostadium (425-800 um), Anteil der grofRen Embryonen (>800 um)],
wahrend der Induktionsphase der somatischen Embryogenese in Karottenpetiol enexplantaten

Anzahl-
Varianten Embryonen 90-425um 425-800pum > 800 um
() -0,99 -0,65 0,97 0,18

0" ,x=B5 (-Bor +2,4-D +Kinetin ) = B5-Nahrlésung mit 2.4-D und Kinetin und ohne Bor

Tabelle 6.1.7: Korrelationskoeffizienten zwischen Bor bzw. Kinetin und den gemessenen Priifmerkmalen
[Embryonenanzahl, Anteil globuldrer und herzférmiger Embryonen (90-425um), Anteil der
Embryonen im Torpedostadium (425-800 um), Anteil der grof3en Embryonen (>800 um)],
wahrend der Induktionsphase der somatischen Embryogenese in K arottenpetiolenexplantaten

Anzahl-
Varianten Embryonen 90-425um 425-800um >800um
0,5+« -0,83 -0,16 0,46 -0,47

0,57, =B5(+Bor +2,4-D +Kinetin ) = B5-Nahrlésung mit 2.4-D, Bor und Kinetin

Die Daten aus den Tabellen 6.1.6 und 6.1.7 zeigen einen Unterschied in der
Embryonenanzahl bzw. eine Verminderung der Embryonenanzahl, wenn in der
Induktionsphase Kinetin mit/ohne Bor verwendet wurde. Deshalb scheinen Cytokinine
hemmende Faktoren fir die Induzierung somatischer Embryonen zu sein.
Borverwendung mit Kinetin in der Induktionsphase erhéht die Embryonenzahl nicht
signifikant, wahrend der Anteil der grof3eren Embryonen (besonders die mit >800 pum)
sich vermindert. Der beobachtete synergistische Effekt zwischen der Bor- und der
Kinetinwirkung wahrend der Induktionsphase ist schwer zu interpretieren, da die
Auswirkung des Kinetins bis zu der Realisierungsphase dauern kann. Wahrend dieser
Phase fordert diese weitergehende Wirkung dieses Cytokinins in einer der verwendeten
B5'-Néahrlésungen wahrscheinlich die Entstehung somatischer Embryonen. Es muf3
beachtet werden, dal3 die endogene IES-Konzentration bei 0,5 ppm Bor relativ hoch sein
kann (s.Tab.21).

In diesem Versuch trat bei den Varianten, die wahrend der Induktionsphase kein 2,4-D
bekommen hatten, anstatt Embryogenese in bestimmten Fallen Organogenese auf. Bel
diesen Petiolenexplantaten wurden Adventivwurzeln gebildet (mit Ausnahme der
Varianten, in deren Nahrlésungen wahrend der Induktionsphase Kinetin beigemischt
wurde, siehe Tabelle 6.2).
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Tabelle 6.2: Die Wirkung verschiedener Kombinationen von 2,4-D (5 mg/l), Kinetin (0,01 mg/l) und Bor (0 bzw. 0,5 mg/l), wahrend der Induktionsphase (14 Tage
Kulturdauer) und die Wirkung von Bor (0 und 0,5 mg/l), wéhrend der Realiserungsphase (20 Tage Kulturdauer) der somatischen Embryogenese in
Karottenpetiolenexplantaten (6 Petiolen pro Kulturgefal) auf die Adventivwurzelbildung.

Induktionsphase (14 Tage)

B5 (-Bor)
+2.4-D -24-D
+Kinetin -Kinetin +Kinetin -Kinetin
Reali-
Sﬁrgg' Adventivwur zel Adventivwur zel Adventivwur zel Adventivwur zel
phase
(20
Tage)
Anz- | Peti- | Wur- | Wur- | Neb- | Neb- | Anz- | Peti- | Wur- | Wur- | Neb- [ Neb- | Anz- | Peti- | Wur- | Wur- | Neb- | Neb- | Anz- | Peti- | Wur- | Wur- | Neb- | Neb-
ahl- [ olen | zeln | zel- | en- en- | ahl- | olen | zeln | zel- en- en- ahl- | olen | zeln | zd- | en- en- | ahl- | olen | zen [ zd- | en- en-
Emb- | mit | pro |lange| wur- | wur- | Emb-| mit | pro |lange| wur- | wur- | Emb- | mit pro |léange| wur- |wurze| Emb- | mit pro | léange | wur- | wur-
B5 ryo- | Wur- | Peti- | (cm) | zelz- | zel- | ryo- | Wur- | Peti- | (cm) | zelz- zel- ryo- | Wur- | Peti- | (cm) | zd- I- ryo- | Wurz- | Petio- | (cm) | zd- | zel-
nen zel ole ahl | lange | nen zel ole ahl lange | nen zel ole zahl | lange | nen | € (%) le zahl | lange
(*0) (cm) (€] (cm) (€] (cm) (cm)
-Bor 91 [ 000|000 000)000] 000 | 524 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 000 | 000 | 000]| 000|000/ 0,00]000]|000]|O000] 2250 0,74 ] 481 |900] 309
+Bor 16 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 648 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 2,30 | 2491 | 0,68 | 7,28 | 13,00 3,61
B5 (+ 0,5 ppm Bor)
-Bor 33 1000 | 000]000(000]000]| 69 |000]|O000]|000])O000] 000 |000]0O000]{O000]000]{O000]000] 000000 [000]000]000] 0,00
+Bor | 102 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 290 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00] 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 [000| 625 [ 033 ] 57 |000] 0,00

B5 (+B oder -B ) = B5-Nahrldsung ( mit 0,5 ppm oder ohne Bor)




Aus den Angaben der Tabelle 6.2 ist ersichtlich, dal3 die Organogenese bzw. die
Ausbildung adventiver Wurzeln bei den Varianten vorgekommen ist, die wéhrend der
Induktionsphase kein 2.4-D bzw. Kinetin bekommen haben. Die Bildung adventiver
Wurzeln ist bei den Petiolenkulturen ausgeprégt, die im Laufe der Induktionsphase in
Nahrlésungen ohne Bor kultiviert waren. Die Darstellung des Zusammenhanges
zwischen der Wirkung der Borkonzentration wdahrend der Induktions- und
Realisierungsphase auf die Bildung von Adventivwurzeln wahrend der Petiolkulturen
ist aus der Tabelle 6.2.1 ersichtlich.

Tabelle 6.2.1: Korrelationskoeffizient zwischen den gemessenen Faktoren [Borkonzentration wahrend
der Induktionsphase (Bor-Induktionsphase), Borkonzentration wéhrend der Realisierung-
spshase (Bor-Realisierungspshase), Petiolen mit Adventivwurzeln, Adventivwurzelanzahl pro
Petiole, Adventiv-Haupt-Wurzellénge, Adventiv-Neben-Wurzelanzahl und Adventiv-Neben-
Wurzellange].

Bor- Bor- Petiolen | Adven- | Adven- | Adven- | Adven-
Induktions | Realiserungs mit tiv- tiv- tiv- tiv-
phase pshase Aventiv- | wurzel- | Haupt- | Neben- | Neben-
wurzeln | anzahl | Wurzel- | Wurzel- | Wurzel-
pro lange anzahl lange
Petiole

Bor-
Induktions -
-phase
Bor-
Realiseru- 0,0000 -
ngs
pshase
Petiolen
mit -0,98 0,21 -
Adventiv-
wurzeln
Adventiv-
wur zel- -0,92 0,23 0,97 -
anzahl pro
Petiole
Adventiv-
Haupt- -0,59 0,75 0,75 0,81 -
Wur zel-
lange
Adventiv-
Neben- -0,97 0,18 0,96 0,87 0,64 -
Wur zel-
anzahl
Adventiv- -
Neben- 0,99 0,08 0,98 0,90 0,62 0,99
Wur zel-
lange
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Nach Tabelle 6.2.1 bestent ein negativer Zusammenhang zwischen der
Borkonzentration wahrend der Induktionsphase und der Anzahl der Petiolen, die
Adventivwurzeln bilden, der Wurzelanzahl pro Petiolen, Wurzellange und Anzahl der
Nebenwurzeln, d.h. die Zugabe von 0.5 ppm Bor hat eine hemmende Wirkung auf die
Wurzelbildung allgemein, wohingegen Bor zur Realisierungsphase die Adventivwurzel-
Entwicklung leicht fordert. Der Borzusatz (0.5 ppm) wahrend der Realisierungsphase
zeigt in jeder Versuchsvariante einen positiven Zusammenhang, besonders mit der
Wurzellange.

Im Falle dieses Versuches wurde die Anthozyan- und Chlorophyll-Konzentration in den
Pflanzen jeder Variante der angesetzten Kulturen (somatische Embryonen und
Explantate) gemessen. Das Ziel diessr Messung war die Darstellung des
Zusammenhanges zwischen der somatischen Embryogenese und der Anthozyan-
konzentration als ein Produkt des sekundéaren Metabolismus mit besonderem Bezug auf
die Bor-Wirkung (siehe Tabelle 6.3.).
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Tabelle 6. 3: Die Wirkung verschiedener Kombinationen von 2,4-D (5 mg/l), Kinetin (0,01- mg/l) und
Bor (0 und 0,5 mg/l), wéhrend der Induktionsphase (14 Tage Kulturdauer) und die Wirkung
von Bor (0 und 0,5 mg/l), wéhrend der Realiserungsphase (20 Tage Kulturdauer) der
somatischen Embryogenese in Karottenpetiolenexplantaten auf die Anthozyan- und
Chlorophyllgehalte im Verhaltnis zu der totalen Embryonenanzahl

I ndukt i onsphase|Real i si erung Anzabhl Ant ho- Chloro- | Chloro-
Bor - und s- phase Embryonen zyan* phyll-a | phyll-b
Hor non- Bor - (nmg. 1Y) | (mg. 17

Vari ant en Vari ant en

0’ B5 (-B) 524 0, 0445 0, 32 0, 32

0’ B5 (+, S5ppm 648 0, 045 0, 62 0, 37
B)

0 B5 (-B) 0 0, 067 0,51 0, 55

0 B5 (+, 5ppm 2,3 0, 141 1,49 1,13
B)

0., B5 (-B) 9,1 0, 086 1,33 0,73

0, B5 (+, 5ppm 16 0, 139 2,32 1,29
B)

0., B5 (-B) 0 0, 043 0,51 0, 36

0., B5 (+, 5ppm 0 0, 041 0, 25 0, 22
B)

0,5 B5 (-B) 690 0, 032 0, 18 0, 24

0,5 B5 (+, 5ppm 290 0, 0425 0, 46 0, 41
B)

0,5 B5 (-B) 0 0, 007 0,11 0, 07

0,5 B5 (+, 5ppm 0 0, 021 0, 34 0, 24
B)

0,5, B5 (-B) 0 0, 048 1,29 0, 49

0,57, B5 (+, 5ppm 0 0, 058 1,22 0,71
B)

0,5 ., B5 (-B) 0 0, 088 0, 5249 0, 29

0,5, B5 (+, 5ppm 0 0, 312 1,61 0, 62
B)

B5" (+B oder -B) = B5-Nahrlésung ( mit 0,5 ppm oder ohne Bor)

0" = B5 (-Bor + 2,4-D -Kinetin) = B5-Nahrlosung mit 2.4-D und ohne Kinetin und Bor

0" = B5 (-Bor -2,4-D -Kinetin) = B5-Nahrlésung ohne 2.4-D, Kinetin und Bor

0" .« =B5(-Bor +2,4-D +Kinetin) = B5-Nahrlésung mit 2.4-D und Kinetin und ohne Bor

0 .= B5(-Bor -2,4-D +Kinetin) = B5-Nahrldsung ohne 2.4-D und mit Kinetin und ohne Bor
0,5" = B5 (+Bor -2,4-D -Kinetin) = B5-Nahrldsung mit Bor und ohne 2.4-D und Kinetin
0,5% = B5 (+Bor +2,4-D -Kinetin) = B5-N&hrldsung mit Bor, 2.4-D und ohne Kinetin

0,5" . =B5(+Bor +2,4-D +Kinetin) = B5-Nahrlosung mit 2.4-D, Bor und Kinetin

0,57+ = B5(+Bor -2,4-D +Kinetin) = B5-Nahrldsung ohne 2.4-D und mit Bor und Kinetin

* (Extinktionen gegen die Extraktionsmedien, s. Kap. 3.13)

Nach Tabelle 6.3 gibt es einen Unterschied im Anthozyangehalt im Verlauf der Reali-
sierungsphase zwischen verschiedenen Kulturen, der aufgrund der Behandlung durch
verschiedene Nahrldsungen wahrend der Induktionsphase zustande gekommen ist. Die

Petiolen der Nahrlosungsvarianten, die wahrend der Induktionsphase kein 2,4-D,
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sondern nur Kinetin und Bor erhielten, haben hohe Anthozyangehalte, wahrend die
Kulturen mit Bor, jedoch ohne Kinetin bzw. 2.4-D geringe Anthozyangehalte
aufweisen. Deshalb kann angenommen werden, dal3 auch die Induktionsphase die
Anthozyan- und Chlorophyllgehalte, wahrend der Realisierungsphase, beeinflufd. Die
Anzahl der somatischen Embryonen steht in einem schwach negativen Zusammenhang
mit der Anthozyansynthese. Aus den Petiolen mit hoher Anthozyansynthese sind
ebenfalls keine somatischen Embryonen entstanden, wie auch aus denen mit einem
geringen Anthozyangehalt (s. Tab. 6.3).

Die Daten der Tabelle 6.3 zeigen bei fast jeder Kulturvariante mit hdheren Borgehalten
in der Nahrlésung wahrend der Realisierungsphase eine héhere Anthozyansynthese.
Eine hohere Borkonzentration wéhrend der Realisierungsphase erhdhte in diesem
Versuch auch die Chlorophyllsynthese. Aus der Tabelle 6.3 kann ein positiver
Zusammenhang (r>0,6) zwischen der Chlorophyll- und Anthozyan-Konzentration in
den somatischen Embryonen abgeleitet werden.

Die folgenden Abbildungen zeigen Bilder der einzelnen Kultur-Varianten dieses

Versuches.

Abbildung 4.1: Karottenpetiolen wéhrend der Abbildung 4.2: Karottenpetiolen wéhrend der

somatischen Embryogenese [Induktions- somatischen Embryogenese [Inductions-

phase: 2 Wochen in B5- Nahrmedium, mit
(+) 2,4-D, ohne Kinetin und ohne (0) Bor
und danach Realiserungsphase: 20 Tage in
B5-Nahrmedium, ohne (-) 2,4-D und ohne
(0) Oppm- Bor, in Tabelle 6. 3: 0"/ Q7.
Markierungen: Ein stérkeres Wurzel- und
geringeres Cotyledonenwachstum sind typi-
sche Bormangelerscheinungen bei den entst-
andenen somatischen Embryonen.
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phase: 2 Wochen in B5-Nahrmedium, mit
(+) 2,4-D, ohne Kinetin, ohne (0) Bor und
danach Redlisierungsphase: 20 Tage in B5-
Nahrmedium, ohne (-) 2,4-D und mit
(0,5ppm) Bor, in Tabelle 6. 3: 0"/ 0,5].
Markierungen: Das bessere Cotyledonen-
wachstum der somatischen Embryonen ist
deutlich.



somatischen Embryogenese [Inductions-
phase: 2 Wochen in B5-Nahrmedium, ohne
(-) 2,4-D, ohne Kinetin, ohne (0) Bor und
danach Realisierungsphase: 20 Tage in B5-
Nahrmedium, ohne (-) 2,4-D und ohne (0)
Bor, in Tabelle 6. 3: 0"/ O7.

Abbildung 4.3: Karottenpetiolen wadhrend der Abbildung 4.4: Karottenpetiolen wahrend der

somatischen Embryogenese [Inductions-
phase: 2 Wochen in B5-Nahrmedium, ohne
(-) 2,4-D, ohne Kinetin und ohne (0) Bor
und danach Realisierungsphase: 20 Tage in
B5-Nahrmedium, ohne (-) 2,4-D und mit
(0,5ppm) Bor, in Tabelle 6. 3: 07/ 0,5 .].
Markierung: Hier ist kein somatischer
Embryo zu sehen, nur adventive Wurzeln
und Sprof3.

Abbildung 4.5: Karottenpetiolen wéhrend der

somatischen Embryogenese [Induktions-
phase: 2 Wochen in B5-Ndhrmedium, mit
(+) 2,4-D, ohne Kinetin und mit (0.5ppm)
Bor und danach Realisierungsphase: 20
Tage in B5-Né&hrmedium, ohne (-) 2,4-D
und ohne (0) Bor, in Tabelle 6. 3: 0,5°/ Q7.
Markierung: Ein geringes Cotyledonen-
wachstum bei den somatischen Embryonen
wurde beobachtet, aber eine grofle Embryo-
nenproduktion.
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Abbildung 4.6: Karottenpetiolen wéhrend der

somatischen Embryogenese [Induktions-
phase: 2 Wochen in B5-N&hrmedium, mit
(+) 2,4-D, ohne Kinetin, mit (0,5ppm) Bor
und danach Realisierungsphase: 20 Tage in
B5-N&hrrmedium, ohne (-) 2,4-D und mit
(0,5ppm) Bor, in Tabelle 6. 3: 0,57/ 0,5].
Die Relation zwischen Embryonencotyledo-
nen und Wurzeln ist normal.



somatischen Embryogenese [Induktions-
phase: 2 Wochen in B5-Néhrmedium, ohne
(-) 2,4-D, ohne Kinetin und mit (0,5ppm)
Bor und danach Redlisierungssphase: 20
Tage in B5-N&hrmedium, ohne (-) 2,4-D
und ohne (0) Bor, in Tabelle 6. 3: 0,5/ Q7.
Markierung: Bei dieser Variante entstanden
Adventivwurzeln, aber Kkein somatischer
Embryo.

D) ;

Abbildung 4.9: Karottenpetiolen wahrend der Abbildung 4.1: Kar

somatischen Embryogenese [Inductions-
phase: 2 Wochen in B5-Nahrmedium, mit
(+) 2,4-D, mit (+k) Kinetin, ohne (0) Bor
und danach Realiserungsphase: 20 Tage in
B5-Nahrmedium, ohne (-) 2,4-D, ohne (0)
Bor, in Tabelle 6. 3: 0"« /O].

Markierung: Bei dieser Variante sind Callus
um die Petiolen und teilweise die daraus
entstandenen Adventivwurzeln ausgebildet.
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Abbildung 4.7: Karottenpetiolen wadhrend der Abbildung 4.8: Karottenpetiolen wéahrend der

somatischen Embryogenese [Induktions-
phase: 2 Wochen in B5-N&hrmedium, ohne
(-) 2,4-D, ohne Kinetin und mit (0,5ppm)
Bor und danach Realiserungsphase: 20
Tage in B5-Ndhrmedium, ohne (-) 2,4-D
und mit (0,5ppm) Bor, in Tabelle 6. 3: 0,5/
0,51].

Bei dieser Variante wurde kein somatischer
Embryo aus den Petiolen ausgebildet.

ottenpetiolen wahrend der
somatischen Embryogenese [Inductions-
phase: 2 Wochen in B5-Nahrmedium, mit
(+) 2,4-D, mit (+k) Kinetin, ohne (0) Bor
und danach Realisierungsphase: 20 Tage in
B5-Nahrmedium, ohne (-) 2,4-D und mit
(0,5ppm) Bor, in Tabelle 6. 3: 0%,/ 0,5].
Markierung: Bei dieser Variante wurden
teilweise nur adventive Sprosse auf Petiolen
ausgebil det.



Abbildung 4.11: Karottenpetiolen wéahrend der

somatischen Embryogenese [Induktions-
phase: 2 Wochen in B5-Néhrmedium, ohne
(-) 2,4-D, mit (+k) Kinetin und ohne (0) Bor
und danach Ralisiungshase: 20 Tage in B5-
Na&hrmedium, ohne (-) 2,4-D und ohne (0)
Bor, in Tabelle6. 3: 0.4 /07].

Die Petiolen dieser Variante bildeten keinen
somatischen Embryo aus.

Abbildung 4.12: Karottenpetiolen wéahrend der

somatischen Embryogenese [Induktions-
phase: 2 Wochen in B5-N&hrmedium, ohne
(-) 2,4-D, mit (+k) Kinetin und ohne (0) Bor
und danach Realisierungsphase: 20 Tage in
B5-Nahrmedium, ohne (-) 2,4-D und mit
(0,5ppm) Bor, in Tabelle 6. 3: 0./ 0,5].
Bel dieser Variante wurden auch keine
somatischen Embryonen ausgebildet.

Abbildung 4.13: Karottenpetiolen wéahrend der

somatischen Embryogenese [Inductions-
phase: 2 Wochen in B5-Ndhrmedium, mit
(+) 2,4-D, mit (+k) Kinetin, mit (0,5ppm)
Bor und danach Realisierungsphase: 20
Tagen in B5-Néhrmedium, ohne (-) 2,4-D
und ohne (0) Bor, in Tabelle 6. 3: 05",/ 0].
Markierung: Bei dieser Variante hatten die
Petiolen nur Callusgewebe.
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Abbildung 4.14: Karottenpetiolen wahrend der

somatischen Embryogenese [Induktions-
phase: 2 Wochen in B5-N&hrmedium, mit
(+) 2,4-D, mit (+k) Kinetin und mit
(0,5ppm) Bor und danach Realisierungs-
phase: 20 Tage in B5-Nahrmedium, ohne (-)
2,4-D und mit (0,5ppm) Bor, in Tabelle 6. 3:
05", /05].

Markierung: Bel dieser Variante sind nur
wenige Embryonen entstanden, die verdic-
kte Cotyledonen und starkes Cotyledonen-
wachstum aufwiesen.



somatischen Embryogenese [Induktions-
phase: 2 Wochen in B5-Néhrmedium, ohne
(-)2,4-D, mit Kinetin (+k) und mit (0,5ppm)
Bor und danach Realisierungsphase: 20
Tage in B5-N&hrmedium, ohne (-) 2,4-D
und ohne (0) Bor, in Tabelle 6. 3: 0,5/ 0].
Bei dieser Variante wurde kein somatischer
Embryo ausgebildet.

Abbildung 4.15: Karottenpetiolen wahrend der Abbildung 4.16: Karottenpetiolen wahrend der

somatischen Embryogenese [Induktions-
phase: 2 Wochen in B5-N&hrmedium, ohne
() 24-D, mit Kinetin (+k) und mit
(0,5ppm) Bor und danach Realisierungs-
phase: 20 Tage in B5-Nahrmedium, ohne (-)
2,4-D und mit (0,5ppm) Bor, in Tabelle 6. 3:
0,5./057.

Markierung: Bei dieser Variante wurden

teilweise adventive Sprofknospen beoba-
chtet, aber kein somatischer Embryo.

4.4.4 Die Wirkung besonders hoher Borkonzentrationen wahrend der

Induktionsphase auf die Induktion somatischer Embryonen

Um die Wirkung hoher Borkonzentrationen auf die somatische Embryogenese wahrend
der Induktiosphase untersuchen zu kénnen, wurden die Petiolen in B5™-Nahrldsung mit
0, 15 und 30 ppm Bor vorkultiviert und nach 14 Tagen in B5-Ndhrmedium mit 0,5 ppm
Bor umgesetzt (siehe Tabelle?).

Tabelle 7: Einflul3 verschiedener Borkonzentrationen wahrend der Induktionsphase (IP) auf die
Realisierung (RP) der somatischen Embryogenese in Bezug auf:Embryonen-Anzahl, Anteil
globuldrer und herzférmiger Embryonen (90-425um), Embryonen im Torpedostadium (425-
800 um) und Anzahl grofRer Embryonen (>800 um), gemessen in Karotten-Petiol enexplantaten
(14 Tage in B5*-Nahrlosung mit 0, 15 und 30 ppm Bor und 14 Tage in B5-Nahrldsung mit 0,5

ppm Bor).
P RP Embryo- | 90-425 | 90-425 | 425-800 425-800 >800 >800
B5" B5 nen Anzahl | (%) Anzahl (%) Anzahl (%)
Bor Bor Anzahl
(ppm) | (ppm)

0.00 0,5 867,4 684,0 78,84 74,7 8,6 109 12,55
15,00 0,5 636,25 428,5 67,34 133,75 21,02 74 11,63
30,00 0,5 685,38 535,5 72,63 124,5 16,88 77,25 10,47

Mittelwerte aus vier Wieder holungen

Der Einflul3 von Bor ist nicht signifikant.
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Die Daten der Tabelle 7 zeigen einen Unterschied zwischen den gemessenen
Merkmalen bel den verschiedenen Varianten, z.B. die Gesamt-Embryonenanzahl und
die Anzahl der Embryonen in jedem embryonalen Stadium, d.h. es gibt einen geringen
negativen Zusammenhang zwischen der Borkonzentration wahrend der Induktionsphase
und der Anzahl an Embryonen bzw. Anzahl der Embryonen, die kleiner as 425 um und
grofder as >800 um sind, wéhrend eine schwache positive Korrelation zwischen
Borgehalt und Anteil der Embryonen zwischen 425-800 um zu beobachten ist.

Wie bereits in einem friheren Versuch beschrieben (s. Kap. 4.4.3), wurden auch in

diesem Versuch bel Bor-Mangel die grofte Anzahl von Embryonen beobachtet.

445 Der Einflu3 steigender Bor-Konzentrationen wahrend der Vermehrungs

phase auf den Anthozyan- und Chlorophyllgehalt

Die Daten aus Tabelle 8 zeigen die Gehalte an Anthozyan und Chlorophyll in Karotten-
Zellsuspensionen wéahrend der Vermehrungsphase bzw. in B5'-Nahrlésung mit

verschiedenen Borkonzentrationen.

Tabelle.8: Die Wirkung von Bor auf die Anthozyan- und Chlorophyllkonzentration nach 21-téagigem
Verlauf der Vermehrungsphase (+ 2,4-D) der somatischen Embryogenese in Karotten-
Zellsuspensionen.

Induktionsphase Anthozyan * Cholorophyll a Cholorophyll b
Bor (ppm) (mg.I™) (mg.™
0,0 0,059 0,63 0,37
0,5 0,062 0,66 0,44
1,0 0,082 0,80 0,55
4,0 0,045 0,54 0,31
8,0 0,083 0,59 0,51

* (Extinktionen gegen die Extraktionsmedien, s. Kap. 2.14).
Der Einflu3 von Bor ist nicht signifikant.
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Obwohl die Wirkung von Bor auf die Anthozyan- und Chlorophyll-Gehalte wéahrend
der Vermehrungsphase nicht signifikant ist, kann eine leicht erhdhte Anthozyan-
Konzentration bel htherer Bor-Applikation festgestellt werden. Ebenso deutet sich in
den Chlorophyllgehalten ein leichtes Optimum bei 1 ppm Bor an.

Tabelle 8.1: Korrelationskoeffizienten zwischen der Bor-Applikation und den Gehalten an Anthozyan,
Chlorophyll aund b, nach 21-tdgigem Verlauf der Vermehrungsphase der somatischen
Embryogenese in Karotten-Zell suspensionen.

Bor Anthozyan | Cholorophyll a | Cholorophyll b

Bor - 0,29 -0,34 0,10

Anthozyan 0,29 - 0,75 0,95

Tabelle 8.1 zeigt einen gering positiven Zusammenhang zwischen den Anthozyan- und
der Bor-Applikation. Der Korrelationskoeffizient fir den Zusammenhang zwischen Bor
und Chlorophyll b ist mit 0,1 sehr gering und daher zu vernachlassigen. Die Korrelation
zwischen Chlorophyll a und Bor ist schwach negativ. Bei jeder Variante der
Untersuchungen wurde ein stark positiver und signifikanter Zusammenhang zwischen
den Anthozyan-Gehalten und den Chlorophyll-Gehalten beobachtet.

4.4.6 Borwirkung auf somatische Embryogenese, Anthozyan- und Chlorophyll-

Konzentration wahrend der Realisierungsphase

Die Daten aus Tabelle 9 zeigen die gemessenen Wachstumsfaktoren bzw.
Embryonenstadien und -anzahl, auRerdem die Anthozyan- und Chlorophyll-
Konzentration im Verlauf der Realisierungsphase in Karotten-Zellsuspensionskulturen

mit B5-Nahrlsung mit zwei unterschiedlichen Borkonzentrationen.
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Tabelle 9: Die Wirkung von Bor auf Embryonenanzahl, Anteil globulérer und herzférmiger Embryonen
(90-425um), Embryonen im Torpedostadium (425-800 um), Anteil der grofRen Embryonen
(>800 um), Anthozyan- und Chlorophyll a/b-Gehalt wahrend der Realisierungsphase der
somatischen Embryogenese in Zellsuspensionexplantaten (Zellsuspension in B5'-Nahrmedium
ohne Bor und nach 45 Tagen in B5-Nahrmedium; Kulturdichte 0.5% des PCV)

Embryonen-Stadien Anzahl Gehalte
Bor 90-425um | 425-800pum 800 > um Embry- Antho- | Chlorophyll
(ppm) onen zyan * (mg.l™)
Anzahl (%) | Anzahl (%) | Anzahl (%) a b
0,00 1033 53,2 283 | 14,50 | 628 | 32,30 1944 0,026 1,67 | 0,59
0,5 339 43,9 100 | 12,90 | 333 | 43,10 772 0,052 2,82 | 1,02

Mittelwerte aus vier Wieder holungen
* (Extinktionen gegen die Extraktionsmedien, s. Kap. 2.14).

Im Falle dieses Versuchs ist die totale Embryonenanzahl in den Nahrlésungen mit O
ppm Bor fast dreimal hoher alsin 0,5 ppm. Die Embryonen bei den Varianten ohne Bor
sind Uberwiegend im Globul&r- und Herzstadium, wahrend bei den Varianten mit 0,5
ppm Bor der Anteil der globular- und herzférmigen Embryonen kleiner ist und
Embryonen >800 pm herschen vor.

Es wurde ein negativer Zusammenhang zwischen der Embryonenzahl und der
Anthozyan- bzw. Chlorophyll-Konzentration (Tab. 9) beobachtet, trotzdem konnte ein
Einflul3 der Embryonenentwicklung und der Anzahl (%) der Embryonen >800 um auf
die Chlorophyll- und Anthozyansynthese registriert werden.

4.4.7 Untersuchung verschiedener, auch hoherer Borkonzentrationen wahrend

der Realisierungsphase

Die Untersuchung in Kap. 4.4.6 zeigte den Einflul? von Bor auf die Embryoentwicklung
wahrend der Realisierungsphase. Im Folgenden wurde der Frage nachgegangen, wie
hohere Bor-Konzentrationen im Nahrmedium auf die Embryonalentwicklung wahrend
der Redlisierungsphase einwirken. Deswegen wurde der Versuch mit hoheren
Borkonzentrationen (bis ca. sechsmal grofRere Konzentration as im Ublichen B5-
Medium) bei der somatischen Embryogenese, wahrend der Realisierungsphase,
durchgefihrt.
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Tabelle 10: Die Wirkung verschiedener Borkonzenterationen auf die Anzahl an Embryonen, den Anteil
globuldrer und herzférmiger Embryonen (90-425um), von Embryonen im Torpedostadium
(425-800 um) und den Anteil Embryonen >800 um, sowie den Gehalt an Anthozyan- und
Chlorophyll-a/-b, wahrend der Realisierungsphase der somatischen Embryogenese in Karotten-
Suspensionskulturen [Explantate aus Zellsuspension in Bor-freiem B5'-Nahrmedium nach 22
Tagenin B5-Medium bei steigendem Bor-Zusatz].

Realisie- | Embryonen | 90-425 pm | 425 - 800 pum > 800 um | Antho- | Chlorophyll
rungphase zyan* (mg.l™)
Bor (ppm) Anzahl Anzahl % | Anzahl % | Anzahl % a b

0 2297 1880 81,80 | 138 6,00 [279 1214 0,004 | 0,28 | 0,11
0,26 1421 1050 73,80 | 104 7,31 [267 18,78 0,007 | 047 | 0,17
0,53 1782 1260 70,70 |163 9,14 (359 20,14 0,010 | 0,59 | 0,21
2,12 1473 1094 74,27 | 114 7,73 [265 17,99 0,008 | 0,41 | 0,18
3,19 1893 1500 79,23 | 120 6,33 (273 14,42 0,012 | 0,50 | 0,20

Mittelwerte aus vier Wiederholungen
Der Einflufd von Bor ist nicht signifikant.
% (Extinktionen gegen die Extraktionsmedien, s. Kap. 2.14).

Obwohl in der Nahrlésungsvariante ohne Bor mehr somatische Embryonen entstanden
sind, hat die Borkonzentration wahrend der Realisierungsphase auf die Embryonenzahl
keinen signifikanten Einfluf3. Es gibt geringe Unterschiede zwischen den Anteilen der
globulér- und herzférmigen Embryonen. Der Anteil der grof3eren Embryonen (>800
pum) steigt bis zu der Variante mit 0,53 ppm Bor an (s. Tab. 10). Obwohl diese
Tendenzen nicht signifikant sind, scheint es sich hierbei um einen Einfluf von Bor auf
die Geschwindigkeit des Durchlaufens definierter Embryonal stadien zu handeln.

Wie die Korrelationsanalyse in Tab. 10.1 zeigt, bestehen trotz nicht signifikanter
Unterschiede zwischen den einzelnen Bor-Stufen relativ enge Beziehungen (r >0,7)
zwischen der Bor-Gabe und dem Anthozyangehalt einerseits und eine leichte
Korrelation zwischen dem Anthozyangehalt und dem relativen Anteil an Embryonen
>425 um. Dabei weist der Anteil kleinerer Embryonen eine gleich hohe negative
Korrelation auf.

Auch in diesem Versuch konnte beobachtet werden, dal3 bel Bormangelkulturen das
Wurzelwachstum der Embryonen besser ist als bei htheren Borkonzentrationen, die
Wirkung von Bor fuhrt dagegen zu einer Forderung des Cotyledonenwachstums.
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Tabelle 10.1: Korrelationskoeffizienten zwischen der Anthozyan-Konzentration und der Bor-
Applikation, der Anzahl an Embryonen und dem Anteill globuldrer und herzférmiger
Embryonen (90-425um), von Embryonen im Torpedostadium (425-800 um) und dem Anteil
grofer Embryonen ( >800 um).

Bor Embryonen- | 90-425um | 425-800um | >800um | Anthozyan
Anzahl % % %
Anthozyan 0,74 -0,29 -0,34 0,33 0,35 -
Chlorophylla | 0,33 -0,49 -0,74 0,72 0,73 0,86
Chlorophyll b | 0,22 -0,43 -0,74 0,72 0,73 0,81

Die Gehalte an Chlorophyll a und b zeigten nur bis zu einer Bor-Applikation von 0,53
ppm einen leichten Anstieg, gefolgt von einem leichten Abfall bel hoherer Bor-
Applikation. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dal3 bei htherer Bor-Applikation eine
Bor-Toxizitdt eintrat, die mit einer leichten Erhéhung der Anthozyankonzentration
einherging. Da nach Tab. 10.1 andererseits auch eine Bor-bedingte Zunahme besser
entwickelter (=grofderer) Embryonalstadien auf Kosten kleinerer Stadien abzuleiten ist,
konnte die Bor-bedingte leichte Zunahme der Anthozyan-K onzentration auch mit einer
Bor-bedingten Forderung des Sekundarmetabolismus in Verbindung stehen.

Aul%er der Bor-Wirkung auf die Embryonenanzahl hat Bor auch einen Effekt auf die
Wachstumsweise der Wurzeln und Cotyledonen der entstandenen somatischen
Embryonen. Im Folgenden wird der Frage nachgegangen, welchen Einfluld eine Bor-
Applikation bis 80 ppm wahrend der Realisierungsphase auf die Embryonal entwicklung
und die Bildung von Wurzeln und Cotyledonen ausiibt (Tab. 11).

Tabelle.11: Einflu hoherer Borkonzentrationen auf die somatische Embryogenese nach finfwochigem
Verlauf der Realisierungphase bei Petiolen-Kulturen.

Varianten in ( BS) Embryonal-Stadium Embryonenwachstum
Bor (ppm) Glubolar her z- torpedo- Wurzel Cotyledonen
formig formig
0 a a a ++ -
40 a a a - +
80 a a b - -

Explantat: Petiolen 12 Wochen in B5"- Nahrmedium.
a = vorhanden

b = sehr wenig vorhanden

- = schlechtes Wachstum

+ = gutes Wachstum

++ = sehr gutes Wachstum
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Wenn die Borkonzentration auf >40 ppm steigt, wird die Ausbildung des
Torpedostadiums gehemmt. Wahrend dieser Untersuchung wurde wieder die bereits
oben gezeigte morphologische Veranderung bei den somatischen Embryonen
beobachtet, da3 im Fale geringer Borkonzentrationen das Wurzelwachstum der
Embryonen im Vergleich zu hoherer Bor-Konzentration starker, war bzw. sie bildeten
langere Wurzeln. Die Wirkung héherer Borgehalte ist umgekehrt, das Wurzelwachstum
ist gehemmt und das Wachstum der Sprofiteile geférdert (Abb. 5.1 bis 5.4).

Abbildung 5.1: Die somatischen
Embryonen von  Karotten-
Petiolenkulturen in B5-Nahr-
[6sung mit O ppm Bor nach 38
Tagen. Das starke Wurzel- und
gehemmte  Cotyledonenwachs-
tum ist bel dieser Variante
deutlich.

Abbildung 5.2: Die somatischen
Embryonen von Karotten-Petio-
lenkulturen in B5-Nahr-I6sung
mit 40ppm Bor nach 35 Tagen.
Bei dieser Variante ist das
Wurzelwachstum geringer und
das Cotyledonenwachstum
stérker.
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Abbildunge 5.3: Die somatischen
Embryonen von Karotten-Petio-
lenkulturen in B5-Nahrlésung
mit 80ppm Bor nach 35 Tagen.
Bei dieser Variante ist, wie die
Markierung zeigt, eine starke
Hemmung der Entwicklung
somatischer Embryonen, beson-
ders nach den globuldren und
herzférmigen Stadien deutlich
(Symptome fur Bor-Toxizitét
wéhrend der Realiserungs
phase).

Im Folgenden soll versucht werden, den Bor-Einflul3 auf die Eigenschaften kleiner,
intakter Pflanzchen néher zu charakterisieren, die sich aus den grofiten Embryonen
(Emryonal stadium >800 pum) von Karottenwurzel suspensionskulturen entwickelt haben.
Die Daten in Tabelle 12 zeigen die Untersuchungsergebnisse der Borwirkung auf die
somatische Embryogenese wahrend der Realisierungsphase. Weil die Wachstumsart der
somatischen Embryonen in N&hrlésungen mit verschiedenen Borkonzentrationen der
Wirkung von Pflanzenhormonen ahnlich ist, wurden Explantate aus Wurzeln junger
Karottenpflanzen wegen ihrer Empflindlichkeit fur Pflanzenhormone (z.B. Auxin)
verwendet. Bei diesem Versuch wurde nur die Anzahl entwickelter Embryonen bzw.

intakter kleiner Pflanzchen ermittelt.

Tabelle 12: Anzahl an grof3en somatischen Embryonen (>800um) und ihre Wurzellénge, kultiviert aus
Wurzeln von 6 Wochen alten Karottenpflanzen, angesetzt in B5'-Nahrlésung, mit Kinetin,
ohne Bor fur 5 Monate und danach fir 25 Tage in B5-Nahrldsung, mit verschiedenen hohen
Borkonzentrationen.

Bor (ppm) Mittelwert der Pflanzchen-Anzahl Wurzelnlange
in B5-Nahrldsung (cm)
0 9,50 2,55
5 37,25 0,55
10 52,25 0,20
20 13,25 0,01
30 39,25 0,10

Mittelwerte aus vier Wiederholungen
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Man kann eine Steigerung der Anzahl intakter Pflénzchen und eine Verminderung ihrer
Wurzellange bis 10 ppm Bor beobachten. Die dSatistische Anayse
(Korrelationskoeffizien) der Ergebnisseist in Tabelle 12.1 beschrieben.

Tabelle.12.1: Korrelationskoeffizienten zwischen Bor, Anzahl intakter Pflanzen bzw. grof3er somatischer
Embryonen und deren Wurzellénge

Anzahl intakter Pflanzen Wourzellange

Bor 0,21 -0,71

In Tab. 12 ist eine Erhéhung der Anzahl intakter Pflanzchen bis 10 ppm Bor zu
beobachten. Bei 20 und 30 ppm Bor erfolgte eine leichte Reduktion der Pflanzchenzahl,
wodurch sich eine nur schwache Korrelation zur Bor-Dosis ergibt (Tab. 12.1). Im
Gegensatz dazu weist die Lange der gebildeten Hauptwurzeln einen negativen
Zusammenhang (Tab. 12.1 und Abb.6) mit der Bor-Steigerung auf

Abbildung 6: Somatische Embryonen von |Borkonzentration

Karotten in B5-Nahrmedium mit

verschiedenen Borkonzentrationen nach 25 /— *
Tagen. Es it ene Hemmung des 0,0 ppm {
Wurzelwachstums durch hohe Borkonzen- '

trationen erkennbar.

5,0 ppm » &

10,0 ppm 3 '

20,0 ppm - K

30,0 ppm - .

Die histologische Untersuchung der jungen Karottenwurzeln aus den B5-Nahrldsungen
(in denen unterschiedliche Borgehalte wahrend er somatischen Embryogenese verfgbar

waren) sind in den folgenden Abbildungen dargestellt. Im Falle von Kulturen mit
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Bormangel kann die Entwicklung der Embryonen oft direkt aus den Explantaten
beobachtet werden.

Abbildunge 7.1: Junge Karottenwurzel-
explantate nach 4 Wochen in B5'-
Nahrlésung ohne Bor und danach 3
Wochen in B5-Nahrlésung auch ohne
Bor . Hier sind in Wurzelgewebe

entstandene, glo-bulér- und
herzférmige Embryonen sichtbar (s.
Markierung).

Abbildunge 7.2: Junge Karottenwurzel-
explantate nach 4 Wochen in B5'-
Nahrlésung ohne Bor und danach 3
Wochen in B5-Nahrlosung mit 10
ppm Bor. Hier ist das Globulérstadium
sichtbar (s. Markierung).

Abbildunge 7.3: Junge Karottenwurzel-
explantate nach 4 Wochen in B5'-
Nahrlésung ohne Bor und danach 3
Wochen in B5-Né&hrlésung mit 40
ppm Bor. Hier sind verschiedene
Embryonal stadien sicht-bar (s
Markierungen).

Die vorherigen Versuche zeigten die Hemmung hoherer Borkonzentrationen auf die
Entwicklung der Embryonen. Die Ergebnisse in Tabelle 13 stellen den Einfluf3
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wahrend

Realisierungsphase auf die somatische Embryogenese zusammenfassend dar.

verschiedener, besonders der hohen  Borkonzentrationen der

Tabelle.13: Petiolenkulturen nach 6-wochigem Verlauf der Realiserungsphase der somatischen
Embryogenese. Wirkung verschiedener Borkonzentrationen auf die gemessenen Merkmalen

Anzahl Embryonen, Anzahl und %-Anteil von Embryonen in verschiedenen
Embryonalstadien, Anzahl Pflanzen mit langen Wurzeln, Wurzelldnge und Gesamtgewicht der
Embryonen.
B5 | Anzahl | Embryonal- | Embryonal- | Embryonal- | Pflanzen | Wurzel- | Gesamt-
Bor | Embry-| stadium stadium stadium mit lange gewicht
(ppm) | onen | (90-425um) | (425-800pm) (>800um) langen (cm) der
Anzahl/(%) | Anzahl/(%) | Anzahl/(%) | Wurzeln Embryo-
(Anzahl) nen (g)
0 468 189 |40,38| 81 17,3 | 198 | 42,3 48 1,21 2,73
a ab a a a
30 339 136 |40,10| 79 | 23,30 | 124 | 36,5 0,00 0,09 1,18
a a ab b b
60 250 120 |48,00| 58 | 23,20 | 72 | 288 0,00 0,067 0,5
a a bc b b
120 48 33 (68,80 10 | 2080 | 5 10,4 0,00 0,00 0,26
b a c b b

Mittelwerte aus vier Wiederholungen
Duncan-Test auf dem Sgnifikanzniveau von 0,05
8§ a, b, c = Symbole zur Anzeige eines signifikanten Unterschieds

Die bei diesen Untersuchungen gemessenen Daten (Tab. 13) zeigen eine Verminderung
der gesamten Embryonenzahl mit Steigerung der Borkonzentration in der Nahrlésung.
Der %-Anteil globuldrer und herzformiger Embryonen zeigt bel verschiedenen
Borkonzentrationen bis 60 ppm in der Nahrl6sung keinen signifikanten Unterschied.

Die Anzahl an Embryonen im Torpedostadium (425-800 pum) sinkt mit Steigerung des
Borgehaltes, aber es ist kein signifikanter Unterschied zu beobachten (die statistische
Analyse zeigt einen geringen Unterschied zwischen Embryonen in Néhrldsungen mit O
und 30 ppm Bor).

Mit hoheren Borkonzentrationen wird der %-Anteil groRerer Embryonen (>800 um)
kleiner. Im allgemeinen ist die toxische Wirkung von Bor stéarker ab einer
Konzentration von 60-80 ppm, und dieser Borgehalt verursacht die Unterdriickung der
Weliterentwicklung globulér- und herzférmiger Embryonen, die meisten (ca. 70%)
bleiben in diesen Stadien. Bei dieser Untersuchung wurden bei O ppm Bor Embryonen
mit sehr langen Wurzeln gebildet. Im Gegensatz dazu waren die Embryonenwurzeln in
den anderen Varianten sehr viel kiirzer oder nicht vorhanden.
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Die Verminderung der Anzahl von Embryonen, >800 pm ist nur bei Konzentrationen ab
30 ppm Bor signifikant und es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Wurzllangen ab den oben genannten Borkonzentrationen. Deshalb kann die
Borhemmung auf das Wurzelwachstum as ein Einflu auf die Morphologie der
Embryonen betrachtet werden.

Das Gesamtgewicht aller Embryonen in den unterschiedlichen Varianten wurde
ermittelt. Die Tabelle 13 zeigt die Abnahme dieses Gewichtes von 2,73 g bei 0 ppm Bor
bis 0,26 g bei der Variante mit 120 ppm Bor in der Nahrlésung. Aber das
durchschnittliche Gewicht einzelner Embryonen bel den Varianten mit O ppm Bor
(0,0058g) und bei den Varianten mit 120 ppm (0,0054g) unterscheidet sich nicht, d.h.
die Steigerung der Borkonzentration hat nur auf die Anzahl der Embryonen eine
negative Wirkung, nicht aber auf das Embryogewicht.

Die Chlorophyll-Konzentration zeigt eine Steigerung bis 30 ppm Bor, (Tabelle 13.1) bei
noch hdheren Konzentrationen sinkt sie wieder. Vermutlich hat diese Verminderung der
Synthese ab 30 ppm Bor einen Zusammenhang mit der Embryonenentwicklung bzw.
der Verminderung der Embryonenanzahl >800 pum.

Tabelle.13.1: Anthozyan- [quantitativer Vergleich (Extinktionen gegen die Extraktionsmedien] und

Chlorophyligehalt (mg I™)in Kulturen mit B5-Nahrlésung und  verschiedenen
Borkonzentrationen.

Realiserungsphase Anthozyan-Gehalt Chlorophyll-Gehalt
(mg ™)
Bor (ppm) (Extinktion) a b
0 0,040 0,91 0,81
30 0,043 1,25 1,21
60 0,025 0,53 0,63
120 0.010 0,00 0,2

Mittelwerte aus vier Wiederholungen

Die Daten der Tabelle 13.2 zeigen eine stark negative Korrelation zwischen den
gepruften Borkonzentrationen und der gesamten Embryonenzahl bzw. dem Antell
Embryonen >800 pum. Die steigende Borkonzentration hat eine positive Wirkung auf

den Anteil globuldr- und herzférmiger Embryonen (Grof3e 90-425 pm).
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Tabelle.13.2: Korrelationskoeffizienten zwischen der Bor Applikation und der gesamten Embryonenzahl,
der Anzahl globuldrer und herzférmiger Embryonen (90-425um), der Embryonen im
Torpedostadium (425-800 um) und Anzahl grofRer Embryonen (>800 pum).

Embryonal-Stadium
90-425um 425-800pum >800pm Anzahl-
Embryonen
% Anzahl % Anzahl % Anzahl
Bor 0,96 -0,75 0,34 -0,83 -0,99 -0,77 -0,99

Wenn Explantate von verschiedenen Karottenorganen (z.B. Wurzeln, Petiolen oder
Blatter) zur somatischen Embryogenese verwendet werden, zeigen die einzelnen
Pflanzenteile eine unterschiedliche Sensibilitdt gegentiber den Erndhrungsbedingungen
im Nahrmedium (Grieb, 1992). Daher ist auch in diesem Versuch anzunehmen, dal3 aus
Explantaten von Wurzeln weiter entwickelte Embryonen entstanden als aus Explantaten
aus Petiolen oder Bléttern, die wegen toxischer Borkonzentrationen spétere Stadien
nicht erreichen konnten, d.h. der Ursprung der Explantate hat einen grof3en Einfluld auf
die Wirkung verschiedener Borbehandlungen. Diese Beobachtungen stehen vermutlich
in Verbindung mit unterschiedlichen Hormonkonzentrationen (Paasch, 1994) und
Sensibilitdten gegentiber Phytohormonkonzentrationen in einzelnen Pflanzenorganen.
Die hisher beschriebenen Versuche mit verschiedenen Borkonzentrationen wahrend der
Realisierungsphase zeigen, dal3 eine Erhéhung der Borkonzentration bis ca. 10 ppm (s.
Tab. 12) den Antell grof3erer Embryonen bzw. intakter Pflénzchen leicht erhéht hat.
Auler dem Bor-Effekt auf die Varianten Anzahl an Embryonen und %-Anteil einzelner
Embryonen in verschiedenen Entwicklungsstadien wurde ein deutlicher Bor-bedingter
morphologischer Unterschied im Wachstum von Embryonenwurzeln und Cotyledonen
nach der Borbehandlung beobachtet. Die Ergebnisse der Bonitierung von
Suspensionskulturen (Tab. 14) zeigen schematisch die allgemeine Tendenz, dal3 bei
geringer Bor-Konzentration das beste Wurzelwachstum erreicht wird, wahrend hohe

Borkonzentrationen das Wachstum der Cotyledonen begiinstigen.
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Tabelle 14: Einflul? von Bor auf die Morphologie grof3er Embryonen wahrend der Realisierungsphase.
Kultiviert aus Zellsuspensionen (B5'-Nahrldsung ohne Bor), umgesetzt in B5-Nahrldsung, mit
verschiedenen Borkonzentrationen.

Bor (ppm) Wurzel-Wachstum Cotyledonen -Wachstum
In BS
0 +++++++ +
0,1 +++++++ ++
0,5 ++++++ +++
1 +++++ ++++
2 ++++ +++++
4 +++ +4+++++
8 ++ +4++++++

+,++: relative Mengenangabe
+ + + + + + += gutes Wachstum
+ = schlechtes Wachstum

Die folgenden Bilder (Abb. 8.1 bis 8.7) zeigen die morphologischen Zustdnde der

somatischen Embryonen bei unterschiedlicher Borkonzentration.

Abbildung 8.1: Somatische Embryonen von
Karottenexplantaten (Zellsuspensionen) nach
20 Tagen in B5-N&hrlésung ohne Bor.
Bormangel verursacht ein starkes Wurzel-
und ein geringes Cotyle-donenwachstum der
somatischen Embryo-nen (s. Markierungen).

Abbildung 8.2: Somatische Embryonen von
Karottenexplantaten (Zellsuspensionen) nach
20 Tagen in B5-Nahrldsung mit 0,1ppm
Bor. Durch Bor-mangel ist auch hier ein
besseres Wurzel-wachstum zu beobachten,

warend en relativ geringes
Cotyledonenwachstum  vorherrscht (s
Markierungen).
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Abbildung 8.3: Somatischer Embryo von
Karottenexplantaten (Zellsuspensionen) nach
20 Tagen in B5-Nahrlésung mit 0,5ppm
Bor. Das Coty-ledonenwachstum ist bereits
deutlich auf Kosten der Wurzelentwicklung
geférdert.

Abbildung 8.4: Somatischer Embryo von
Karottenexplantaten (Zellsuspensionen) nach
20 Tagen in B5-Néhrlosung mit 1ppm Bor.
Bei dieser Variante ist das Wurzelwachstum
im Ver-gleich zu Varianten mit niedriger
Bor-Applikation deutlich gehemmt und es
entstanden teilweise adventive  Sprof3-
knospen (s. Markierungen). Das Cotyle-
donenwachstum ist verbessert.

Abbildung 8.5: Somatische Embryonen von
Karottenexplantaten (Zellsuspensionen) nach
20 Tagen in B5-Nahrlésung mit 2ppm Bor.
Hier ist die Entstehung adventiver
Sprofknospen deut-lich (s. Markierungen),
ohne da3 der Ent-wicklungszustand der
Cotyledonen bei 4 und 8 ppm Bor bereits
erreicht ist.

Abbildung 8.6: Somatischer Embryo von
Karottenexplantaten (Zellsuspensionen) nach
20 Tagen in B5-Néhrldsung mit 4ppm Bor.
Deutlich sichtbar ist ein nahezu voall
entwickeltes Cotyledon bei stark
gehemmtem Wurzelwachstum.

76



Abbildung 8.7: Somatischer Embryo von
Karottenexplantaten (Zellsuspensionen) nach
20 Tagen in B5-Nahrlésung mit 8ppm Bor.
Diese Borkon-zentration verursacht ein
starkes Coty-ledonenwachstum (s
Markierungen), das Wurzelwachstum ist fast
vollstdndig  ein-gestellt  worden.  Im
Wurzelbereich sind adventive Sprof’knospen
sichtbar.

4.5 Der Boreinfluld auf die Organogenese

Die Daten in Tabelle 6.2 zeigten, dal? die Petiolen, die in BS im ganzen Versuch kein
2.4-D bzw. Kinetin bekommen haben, Adventivwurzeln bildeten. Die Bildung von
adventiven Wurzeln war bel der Variante mit O ppm Bor im Vergleich mit den anderen
Borkonzentrationen stérker. Die statistische Analyse zeigt keinen signifikanten Einfluld
von Bor wahrend der Realisierungsphase auf die Bildung der Adventivwurzeln. Diese
Art der Organogenese wurde wahrend der Induktionsphase von Bor beeinfluf¥, d.h. die
Wurzel primordien werden wahrend der Induktionsphase gebildet. Andererseits fuhrt die
Art und Weise des Embryonenwachstums, des Wachstums der Wurzeln und der
Cotyledonen (besonders nach dem torpedoférmigen Stadium) zu der Hypothese, dai3
Bor die Konzentration endogener Pflanzenhormone beinfluf3t (s. Abb. 9). Diein Tabelle
15 aufgefiihrten Daten zeigen die Ergebnisse der Untersuchung von Petiolenkulturen in
NL-Nahrmedium.
Abbildung 9: Die aus Petiolen entstandenen
Adventivwurzeln in NL-N&hrmedium mit 0

ppm Bor. Die Kriimmung der Wurzel spitzen
ist ein Symptom von Auxiniberschul3.
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Tabelle 15: Einflul3 von Bor auf die Organogenese (Adventivwurzelbildung) wéhrend der somatischen
Embryogenese in NL-N&hrlosung mit verschiedenen Borkonzentrationen in Karotten-
Petiolenexplantaten (nach 4 Wochen).

Anzahl von

Bor Petiolen mit Adventiv- Adventivwurzeln pro Adventivwur zellange
(ppm) wurzeln (%) * Petiole (cm)

0 35, 48 1,98 1,13

0,1 34, 48 1,55 1,02

0,5 31 2,40 1,50

2,5 35 1,74 1,50

50 19, 23 1, 20 0, 80
10,0 0 0 0

Mittelwerte aus vier Wiederholungen
* Sgnifikanter Unterschied mit p=5 %

Im Falle dieser Untersuchung entstanden keine Embryonen aus den Petiolen in den
verschiedenen NL-Na&hrlésungen mit verschiedenen Borkonzentrationen, es konnten nur
Adventivwurzeln beobachtet werden. Der Anteil der Petiolen mit Adventivwurzeln ist
in den Nahrlésungen mit bis zu 2.5 ppm Bor konstant, bei hheren Borkonzentrationen
entstehen aus den Petiolen weniger Adventivwurzel. Die Anzahl pro Petiole und Lange
des betrachteten Wurzeltyps zeigen auch eine dhnliche Korrelation mit Bor.

Die Korrelationskoeffizienten der gemessenen Faktoren Petiolen mit Wurzeln (%),
Lange der Adventivwurzeln sowie Anzahl Adventivwurzeln pro Petiole zur Bor-
Applikation sind der Tabelle 15.1 zu entnehmen. Dabei ergibt sich, dal? alle diese
Merkmale, insbesondere die Anzahl an Petiolen mit Adventivwurzeln (%), durch die
Bor-Steigerung eine Senkung erfahren haben.

Tabelle.15.1: Korrelationskoeffizienten zwischen Bor und der Anzahl an Petiolen mit Adventivwurzeln,
Anzahl Adventivwurzeln pro Petiole und Adventivwurzellange.

BOR Petiolen mit Adventivwurzeln | Adventiv-

Adventivwur zeln pro Petiole wur zel-

lange

BOR -
Petiolen mit
Adventiv- -0,96 -
wur zeln
Adventiv-
wurzeln pro -0,90 0,85 -
Petiole
Adventiv-
wur zel- -0,86 0,91 0,90 -
lange

In einem neuen Versuch mit B5-Nahrmedium, bei dem die Petiolen direkt in B5-
Nahrmedium mit verschiedenen Borkonzentrationen angesetzt wurden, sind dhnlich wie

im NL-Medium auch Adventivwurzeln gebildet wurden (Tabelle 16).
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Tabelle 16: EinfluR verschiedener Borkonzentrationen in B5-Nahrlésung (ohne vorangegangene B5'-
Nahrldsung) auf die Entstehung von Adventivwurzeln in Karotten-Petiolenexplantaten (nach 4

Wochen)
Anzahl Anzahl
Bor Petiolen mit Adventivwur zeln Adventivwur zellange (cm)
(ppm) | Adventivwurzeln (%) pro Petiole
*

0 31,25 3 1,13
0,1 32,25 3,25 0,95
0,5 30, 3 4,75 1, 97
1,0 13, 15 2,25 1,28
2,0 1,96 0, 25 0,4
4,0 0 0 0
8,0 5,12 1 0,7

Mittelwerte aus vier Wiederholungen
* Sgnifikanter Unterschied mit p=5 %

In der Tabelle 16 und in der Abb.10.1 ist die Verminderung des Anteil der Petiolen mit

Adventivwurzeln bei Steigerung der Borkonzentration zu beobachten.

35
= ——m—— PMAW.%

30

25 —&—— WAPP

20 — & — WwL
15

10

0 0,1 0,5 1 2 4 8
Borkonzentration (ppm)

Abbildung10.1: EinfluR von Bor in B5-Nahrlésung (ohne vorangegangene B5*-Nahrldsung) auf Bildung
und Wachstum von Adventivwurzeln [Petiolen mit adventiven Wurzeln (PMAW %),
Wurzelanzahl pro Petiole (WAPP) und Wurzellénge (WL)] in Karotten-Petiolenexplantaten (4
Wochen Kulturdauer).

Die Abbildung 10.1 zeigt den Einflud von Bor auf die Entstehung von
Adventivwurzeln. Die Abnahme der Petiolen mit Wurzeln erfolgt in Abhangigkeit von
der Borkonzentration gleichmaldig, wahrend die Wurzellange und die Wurzelanzahl pro
Petiole bis 0,5 ppm Bor leicht steigen, bel noch hdheren Konzentrationen jedoch
abnehmen. Die errechneten Korrelationskoeffizienten zwischen Bor und den oben

genannten Faktoren sind auch in diesem Versuch negativ (Tabelle 16.1).
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Tabelle 16.1: Korrelationskoeffizienten zwischen Bor und Petiolen mit Adventivwurzeln (%) bzw.
Adventivwurzelanzahl pro Petiole bzw. Adventivwurzellénge.

Bor Petiolen mit Adventivwurzeln Adventiv-
Adventivwur zeln pro Petiole wur zellénge
Petiolen mit
Adventiv- -0,70 -
wurzeln
Adventiv-
wurzeln pro -0,62 0,93 -
Petiole
Adventiv-
wur zellange -0,50 0,75 0,93 -

Wenn die B5-Nahrlésungen hohe Bor-Konzentrationen enthielten (s. Tabelle 17),
haben nur die Petiolen Adventivwurzeln gebildet, in deren Nahrmedien O ppm Bor
vorhanden war. Die Petiolen in Ndhrmedien mit viel zugesetztem Bor haben offenbar
nicht den geeigneten physiologischen Zustand erreicht, um Adventivwurzeln bilden zu
konnen (s. Abb. 10.2).

Tabelle 17: Einflul von verschiedenen sehr hohen Borkonzentrationen in B5-Nahrlésung (ohne
vorangegangene B5"-Nahrl6sung) auf die Entstehung und das Wachstum von Adventivwurzeln
in Karotten-Petiol enexplantaten (nach 4 Wochen).

Bor Petiolen nmt Haupt wur zel - Neben- Neben-
(ppm Wir zel n | &nge (cm wur zel anzahl wur zel | &nge
(% (cm
0 19. 04 5, 66 1,75 0,7
10 0 0 0 0
20 0 0 0 0
40 0 0 0 0
80 0 0 0 0

Mittelwerte aus vier Wiederholungen
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Abbildung 10.2: Die Entstehung von Borkonzentration g
Adventivwurzeln bei Petiolen in B5-Nahr- f |
ldsung mit verschiedenen Borkonzen- i
terationen. Es wurde die Adventivwurzel- 0,0 ppm %
bildung durch hohere Borkonzenterationen '
gehemmt.

10,0 ppm ‘

20,0 ppm .‘

40,0 ppm ‘

80,0 ppm I

4.6 Untersuchungen zum Phytohormonsystem der Explantate wahrend der

somatischen Embryogenese unter Boreinflul

4.6.1 Einflul von Bor auf die Konzentrationen einiger Phytohormone wahrend der

I nduktions- bzw. Vermehrungsphase der somatischen Embryogenese

Die bisher gezeigte Wachstumsweise der somatischen Embryonen und die
Adventivwurzelbildung der Petiolen bel verschiedenen Borkonzentrationen fuhren zu
der Hypothese, dal3 die Funktion von Bor wahrend der somatischen Embryogenese
einer hormonalen Wirkung ahnlich ist. Z.B. zeigen bei hoher Borkonzentration die
Cotyledonen ein dhnliches Wachstum wie bei Kinetinbehandlung, und die Varianten
ohne Borzusatz zeigen ahnliches Wachstum wie im Fale einer Auxinapplikation.
Deshalb wurde eine Untersuchung Uber das Hormonsystem wahrend der somatischen
Embryogenese aufgenommen.

Die Ergebnisse der Hormonbestimmung bel Petiolen von aus Samen angezogenen
Karottenpflanzen, die als Kontrolle diente, sind in Tabelle 18 dargestellt. Die Samen der

Karottenpflanzen wurden unter sterilen Bedingungen in Agar mit B5-Nahrldsung (siehe
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Material und Methoden), mit 0,1 ppm Borzusatz, ausgesat. Nach vier Wochen wurden
die Karottenpflanzen aus den Glasgeféaiien entgenommen und die Hormongehalte ihrer

Petiolen gemessen.

Tabelle 18: Phytohormonbestimmung [Zeatin (Z), Zeatinribosid (ZR), Dihydrozeatin (DHZ),
Isopentenyladenin  (IP), Isopentenyladenosin = (IPR), Indol-3-Essigsédure (IES) und
Abscisinsaure (ABA)] bei Petiolen von 4 Wochen alten Karottenpflanzen, gewachsen in
Glasgefallen mit Agar [Karottenssamen wurden fir 4 Wochen in Agar mit B5-Nahrlésung
(ohne 2,4-D und mit 0,1ppm Bor), kultiviert], (Angaben in ng/g FG).

IES | ABA IP IPR | DHZ | Z | ZR GESAMTCYTOKININE

16,50 | 3,30 | 1,035 | 6,066 | 1,50 | 1,25 | 0,15 10,001

Die oben erwahnten Petiolen wurden in B5'-Nahrlésung wahrend der Induktionsphase

kultiviert und nach 22 Tagen in B5" wurden die kultivierten Petiolenexplantate zur

Hormonbestimmung verwendet (Tabelle 19).

Tabelle19: Phytohormonbestimmung [Zeatin (Z), Zeatinribosd (ZR), Dihydrozeatin (DHZ),
Isopentenyladenin  (IP), Isopentenyladenosin  (IPR), Indol-3-Essigsédure (IES) und

Abscisinsdure(ABA)] wahrend der Induktionsphase der somatischen Embryogenese bei
Karottenpetiolen, gewachsen in B5'-Nahrlésungen mit verschiedenen Borkonzentrationen,

nach 3 Wochen Kultur (Angaben in ng/g FG).

Bor | IES | ABA | IP IPR | DHZ | Z | ZR GESAMT-
(ppm) CYTOKININE
0,00 |334d®|233c°| 662 | 2569 | 002 |024| 030 32,87ab°
0,10 |11,09a|2,25cd| 2,00 | 1860 | 011 |0,33| 064 21,69d
0,50 |6,65bc| 291b | 005 | 31,15 | 011 | 127 | 047 32,93a
1,00 | 1,03d | 6,25a | 509 | 1667 | 029 |038| 045 22,88d
2,00 |890ab|2,01de| 1,31 | 1056 | 012 |120| 035 13,54
400 | 338d | 000f | 864 | 2574 | 018 |030| 0,06 34,92a
8,00 | 1,64d | 0,00f | 7,16 | 1850 | 0,14 |045| 2,10 28,34bc

Duncan-Test (Sgnifikanzniveau 95%)
8a, b, c= Symbole zur Anzeige eines signifikanten Unterschieds

Die Ergebnisse der Hormonanalyse der Petiolen (Tab. 19) zeigen Maxima im |IES-
Gehalt bei 0,1 ppm Bor, wahrend die Abscisinsdure eine maximale Konzentration bei
1,0 ppm aufweist. Die einzelnen Cytokinine sowie deren Summe lassen keine klare

Abhangigkeit von der Bor-Applikation erkennen.
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Die Angaben von Abbildung 11.1 zeigen einen eindeutigen Unterschied in der IES-
Konzentration nach Borbehandlung. 0,1 ppm Bor verursacht ein Maximum, wahrend
bei hdheren Borkonzentrationen der Gehalt an IES niedriger ist (die Variante ohne Bor
hatte ebenfalls keinen hdheren Gehalt an IES als die mit 0,1 ppm Bor).
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Abbildung 11.1: Einflul von Bor auf die IES-Konzentration wédhrend der Induktionsphase der
somatischen Embryogenese bei Karottenpetiolen, gewachsen in B5'-Néahrlésungen mit
verschiedenen Borkonzentrationen (nach 21 Tagen) (y=6,48-0,60x).

Die Ergebnisse der Hormonanalyse zeigen weiterhin einen Unterschied in der ABA-
Konzentrationen in Petiolen bel verschiedenen Borkonzentrationen im Laufe der
Induktionsphase. Bei hoheren Borkonzentrationen wurde die ABA-Konzentration
gesenkt (s. Abb.11.2).
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Abbildung 11.2: Einflu von Bor auf die ABA-Konzentration wéhrend der Induktionsphase der
somatischen Embryogenese bei Karottenpetiolen, gewachsen in B5'-Nahrlésungen mit
verschiedenen Borkonzentrationen (nach 21 Tagen) (y=3,27-0,45x).

Der Gesamtgehalt der untersuchten Cytokinine (Tab. 19 und Abb. 11.3) zeigt eine
Veranderung durch unterschiedliche Borbehandlungen. In Néhrmedien mit 4 ppm Bor
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wurde das Maximum und in Medien mit 2 ppm Borgehalt wurde das Minimum an
Cytokininen beobachtet.
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Abbildung 11.3: Einflu@ von Bor auf die Gesamtcytokinine (ges. Cytokinine) waéhrend der
Induktionsphase der somatischen Embryogenese bei Karottenpetiolen, gewachsen in B5'-
Nahrldsungen mit verschiedenen Borkonzentrationen (nach 21T agen) (y=25,94+0,35x).

Tabelle 19.1: Korrelationskoeffizienten zwischen der Bor-Applikation und den Gehalten an IES, ABA,
IP, IPR und den gesamten Cytokininen nach 21-tdgigem Verlauf der Induktionphase der
somatischen Embryogenese.

GES--
BOR IES ABA IP IPR CYTOKININE

BOR -

IES -0,46 -

ABA -0,63 -0,10 -

IP 0,54 -0,75 -0,36 -

IPR -0,18 -0,18 -0,15 0,11 -

GES--
CYTOKININE 0,13 -0,48 -0,30 0,50 0,91 -

In Bezug auf Tabelle 19.1 hat die Borkonzentration einen negativen Einflu® auf den
IES- und ABA-Gehalt, wahrend eine Wirkung von Bor auf die Gesamtcytokinine in den
Petiolen in der Induktionsphase nicht nachzuweisen ist, ist eine positive Wirkung von
Bor auf den IP-Gehalt offensichtlich.

Zur Untersuchung endogener Phytohormone in aus Karottenpetiolen stammenden
Zellsuspensionen wurden sieben verschiedene B5'-Nahrldsungen mit unterschiedlichen
Borkonzentrationen (s. S. 85) verwendet. 14 Tage nach der Umsetzung der Zell-
suspensionen in die oben genannten sieben verschiedenen Nahrmedien wurden die

Hormonkonzentrationen gemessen (siehe Tabelle 20).
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Tabelle 20: Phytohormonbestimmung [Zeatin (Z), Zeatinribosid (ZR), Dihydrozeatin (DHZ),
Isopentenyladenin (1P), Isopentenyladenosin (IPR), gesamte Cytokinine, Indol-3-Essigsdure
(IES) und Abscisinsaure (ABA)] wéahrend der Vermehrungsphase der somatischen
Embryogenese bei Zellsuspensionen, 14 Tage in B5'-Né&hrlésungen mit verschiedenen
Borkonzentrationen kultiviert wurden (Angaben in ng/g FG).

GESAMTE

Bor IES | ABA IP IPR |DH.Z| Z | ZR |CYTOKININE
(ppm)

0,00 6,750° | 7,20de® | 0,21 3,50 095 | 050| 071 5,86€°
0,10 33,00a| 10,20b | 3,60 525 | 0,00 |000]| 000 8,85¢cd
0,50 510b | 540e | 270 5,40 141 | 012 | 017 9,80bc
2,50 1,00b | 36,00a | 2,10 1,50 | 059 [032]| 032 4,82
5,00 360b | 975¢c | 450 480 | 092 | 041| 027 10,89hc
10,00 | 3,15b | 810cd | 4,35 480 | 255 | 0,26 | 0,00 11,96b
2000 | 255b | 480e | 495 750 | 080 |028]| 001 13,54a

Duncan-Test (Sgnifikanzniveau 95%)
8a, b, c = Symbole zur Anzeige eines signifikanten Unterschieds

Die Daten der Tabelle 20 und Abbildung 12.1 zeigen die Senkung der IES-
Konzentration nach Behandlung mit steigenden Borzusétzen. Die Produktion an IES ist
bei der Variante mit 0,1 ppm Bor am hochsten. Die hochste IES-K onzentration wurde
auch im Falle der Petiolenkulturen (s. Tab. 19) in B5'-Nahrmedien bei dieser

Borkonzentration erreicht.
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Abbildung 12.1: EinfluB von Bor auf die |ES-Konzentration wahrend der Vermehrungsphase der
somatischen Embryogenese bei Zellsuspensionen aus Karottenpetiolen, die 14-Tage in B5'-
Nahrldsungen mit verschiedenen Borkonzentrationen kultiviert wurden (y=11,09-0,59x).

85



Die ABA- und IES-Konzentration in diesen Untersuchungen (s. Tab.20, Abb. 12.1 und
12.2) in Zellsuspension (besonders bei Varianten ohne Borzusatz) ist im Vergleich zu
den Versuchen mit Petiolenkulturen (s. Tab. 19) wéahrend der Induktionsphase hoher.
Die Abbildung 12.2 zeigt, dal3 die ABA-Konzentration in den einzelnen Bor-Varianten
unterschiedlich ist, wobel ein Trend zu niedrigerer ABA-Konzentration bei hoherer
Bor-Applikation besteht.
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Abbildung 12.2: EinfluR von Bor auf die ABA-Konzentration wahrend der Vermehrungsphase der
somatischen Embryogenese bei Zellsuspensionen aus Karottenpetiolen, die 14-Tage in B5'-
Nahrldsungen mit verschiedenen Borkonzentrationen kultiviert wurden (y=13,71-0,38x).

Der gesamte Cytokiningehalt steigt deutlich mit erhthten Borkonzentrationen in den
Zellsuspensionen. Dieser Anstieg ist auf die bel steigender Bor-Konzentration erhohten
IP- und IPR-Gehalte zurtickzufuhren, wahrend die niedrigen Gehalte an Z und ZR
keinen BoreinfluR aufweisen (s. Tab.20 und Abb.12.3).
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Abbildung 12.3: EinfluB von Bor auf die Gesamtcytokinine wahrend der Vermehrungsphase der
somatischen Embryogenese bei Zellsuspensionen aus Karottenpetiolen, die 14-Tage in B5'-
Nahrldsungen, mit verschiedenen Borkonzentrationen kultiviert wurden (y=7,62+0,32x).
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Bel der Variante mit 2,5 ppm Bor sinkt der Cytokiningehalt bel gleichzeitiger ABA-
Erhohung (s. Abb. 12.2 und 12.3) d.h, es ist eine antagonistische Wirkung zwischen

Abscisinsaure und Ges.-Cytokininen vorhanden.

Tabelle 20.1: Korrelationskoeffizienten zwischen der Bor-Applikation und den Gehalten an IES,
ABA, IP, IPR und Ges.-Cytokininen wahrend der Ver mehrungsphase der somatischen

Embryogenese.
Bor IES ABA P IPR
Bor -
IES -0,39 -
ABA -0,26 -0,16 -
IP 0,68 0,02 -0,27 -
IPR 0,63 0,16 -0,81 0,66 -
DHZ 0,26 -0,55 -0,29 0,17 0,10
Z 0,11 -0,68 0,11 -0,35 -0,35
ZR -0,50 -0,27 0,18 -0,86 -0,59
Ges.--
Cytokinine 0,75 -0,09 -0,67 0,87 0,89

Es kann ein Zusammenhang zwischen der Borkonzentration und dem Gehalt an eigenen
Pflanzenhormonen der Zellsuspensionen in B5" aus Tabelle 20.1 abgeleitet werden. Die
Borkonzentration in den Zellsuspensionen wéahrend der Vermehrungsphase hat einen
schwach negativen Zusammenhang mit der ZR-, IES- und ABA-Konzentration, aber
einen stark positiven Zusammenhang mit der IP und der Ges.-Cytokinin-Konzentration.

Im diesen Untersuchungen besteht durchweg eine negative Beziehung zwischen dem in
Zellsuspensionen  gefundenen ABA-Gehalt und den anderen untersuchten

Pflanzenhormonen, insbesondere dem Gesamt-Cytokinin-Gehalt.

4.6.2 Einflufld von Bor auf die Konzentrationen einiger Phytohormone wahrend der

Realisierungsphase der somatischen Embryogenese.

Der Gehalt an Pflanzenhormonen wéahrend der Redisierungsphase wurde an
Karottenpetiolen gemessen, die nach drei Wochen von B5. in B5-Nahrldsungen, mit
verschiedenen Borkonzentrationen umkultiviert worden sind (Tabelle 21). Bel der
Beurtellung der Hormonkonzentration in diesem Entwicklungsabschnitt ist zu
berticksichtigen, dal3 die Embroynaentwicklung nicht synchron erfolgte. Bel den
Anaysen wurden Embryonen in verschiedenen Entwicklungsstadien erfalét, sodal3 hier

nur Tendenzen durch diese Untersuchungen aufgezeigt werden konnen.
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Tabelle 21: Einfluf3 verschiedener Borkonzentrationen auf die Pflanzenhormone Zeatin (Z), Zeatinribosid
(ZR), Dihydrozeatin (DHZ), Isopentenyladenin (IP), Isopentenyladenosin (IPR), Indol-3-
Essigséure (IES) und Abscisinsdure (ABA), nach 21-tdgigem Verlauf der Realisierungsphase
der somatischen Embryogenese [mit vorangegangener drei-wochigen Induktionsphase der

Karottenpetiolen in B5'-Nahrl6sung ohne Bor] (Angaben in ng/g FG).
CGES. -

Bor I ES ABA I P I PR DHz Z ZR CYTOKI NI NE
(ppm

0,00 |3,01d° 87,5a| 0,19 | 0,21 | 0,3 0,05 | - 0, 74€°
0,10 [100,5a|12,15| 0,07 | 44,68 1,7 | 0,28 - 46, 72a

c

0,50 [31,75b|5,1d|0,04 | 30,84 | 0,89 (0,18 - 31, 96¢c
1,00 12c 23b | 0,04 0,3 0,81 0,07 - 1, 21e
4, 00 11c |3,58d| 0,5 12,85 | 0,07 | 0,03 - 13, 45d
8, 00 9c 6,9d | 0,03 ] 39,84 |1,15 | 0,09 - 41,11b

Duncan-Test (Signifikanzniveau 95%)
8a, b, c= Symbole zur Anzeige eines signifikanten Unterschieds
- = unter der Nachweisgrenze

Die Daten in Tabelle 21 und Abbildung 13.1 zeigen eine Senkung des IES-Gehaltes bei
Kulturen mit einem Borgehalt >0,1 ppm. In diesem Versuch zeigte sich auch, @nlich
wie in Tab. 20, die Variante mit 0,1 ppm Bor das Maximum der IES-Konzentration,
wéhrend die Variante ohne Bor das Minimum aufwies. Damit wird deutlich, dal3 Bor in
beiden Phasen der somatischen Embryogenese von Karottenkulturen die Gehalte der

untersuchten Hormone ahnlich beeinfluf3t hat.
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Abbildung 13.1: Einflud von Bor auf die IES-Konzentration nach 21-tagigem Verlauf der
Realisierungsphase der somatischen Embryogenese [nach vorangegangener Induktionsphase
der Karottenpetiolen in B5'-Nahrlsung ohne Bor (drei Woche)] (y=37,99-4,46x).

I ES (ng/g FQ

Die ABA-Konzentration sinkt im allgemeinen bei Erhdhung der Borkonzentration. Bei

der Variante ohne Bor ist der ABA-Gehalt am grofdten, was als Indiz fir Stress wegen
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Bormangels gewertet werden konnte. Bei hdheren Borgehalten enthielten die Kulturen
geringere ABA-Gehalte (r=-0,42, s. Tab.21.1). Eine Ausnahme stellt dabel die Variante
mit 1 ppm Bor dar.
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Abbildung 13.2:Einflud von Bor auf die ABA-Konzentration nach 21-tdgigem Verlauf der
Realisierungsphase der somatischen Embryogenese [nach vorangegangener Induktionsphase
der Karottenpetiolen in B5'-Nahrlsung ohne Bor (drei Woche)] (y=32,79-4,30x).

Die Gesamt-Cytokiningehalte zeigen keinen klaren Zusammenhang mit der
Borkonzentration. Desweiteren besteht eine negative Beziehung der Gesamt-Cytokinin-
Gehalte zum ABA-Gehalt (r=-0,60). Im Falle dieses Versuchs liegt das Maximum des
Ges.-Cytokiningehalts bel der Variante mit 0,1 ppm Bor und das Minimum bei der
Variante ohne Bor (s. Abb.13.3). Dabei besteht eine leichte Tendenz der Zunahme der
Ges.-Cytokinin-Gehalte mit steigender Bor-Applikation (r=0,31, s. Tab. 21.1).
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Abbildung 13.3:Einflud von Bor auf die Gesamtcytokinine nach 21-tdgigem Verlauf der
Realisierungsphase der somatischen Embryogenese [nach vorangegangener Induktionsphase
der Karottenpetiolen in B5*-Nahrlésung ohne Bor (drei Woche)] (y=18,12+1,94x).

Tabelle 21.1: Korrelationskoeffizienten zwischen der Bor-Applikation und den Gehalten an IES, ABA
und einzelnen und Ges.-Cytokininen wéahrend der Realisierungsphase der somatischen
Embryogenese.

BOR IES ABA P IPR
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BOR -
IES -0,39 -
ABA -0,42 -0,31 -
P 0,12 -0,27 0,019 -
IPR 0,32 0,66 -0,60 -0,36 -
DHZ -0,03 0,77 -0,37 -0,74 0,78
z -0,37 0,94 -0,33 -0,51 0,75
ZR - - - - -
GES.CYTO 0,31 0,67 -0,60 -0,37 0,99

Aus den Daten der Tabelle 21.1 ist ein negativer Zusammenhang zwischen der Bor-
Applikation und den gefundenen Gehaten an IES, ABA und Zeatin abzuleiten.
Weliterhin ist eine positive Wirkung von Bor auf die IP, IPR und die gesamten
Cytokiningehalte erkennbar, wahrend der ABA-Gehalt in den einzelnen Bor-Varianten
eine negative Korrelation zum Ges.-Cytokiningehalt und der [IES-Konzentration
aufweist.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 Bor auf Suspensionskulturen wahrend
der Induktionsphase im B5-Medium (s. Tab. 20) einen &dhnlichen EinfluR auf die
Gehalte der untersuchten Pflanzenhormone ausiibt wie in der Realisierungsphase ohne
2,4-D im Nahrmedium. Dabei ist festzustellen, da3 bei 2,4-D-Présenz in der
Induktionsphase niedrigere IES- und ABA- Gehalte as in der Realisierungsphase
vorliegen. Auch die Gehalte einzelner Cytokinine (besonders IP, Z, ZR und DHZ)
weisen stérkere Unterschiede in den beiden Phasen auf. Dabei kann alerdings nicht
entschieden werden, ob ein 2,4-D-Einflu’ oder ob entwicklungsbedingte Unterschiede

vorliegen.

4.7 EinfluR von Bor auf die |ES-Oxidaseaktivitat wahrend der somatischen

Embryogenese

471 EinfluR von Bor auf die IES-Oxidaseaktivitait im Verlauf der.

Vermehrungsphase der somatischen Embryogenese

Eine der Borfunktionen im Verlauf des Pflanzenwachstums, die von mehreren
Forschern beschrieben wurde (z.B. Goldbach, 1990; Bondok,1996), ist die Wirkung auf
den IES-Metabolismus, besonders tiber die IES-Oxidase.
Die in Tabelle 22 aufgefihrten Daten zeigen einen gesicherten Boreinflul? auf die IES-
Oxidaseaktivitét von Zellsuspensionen wahrend der Vermehrungsphase unter 2.4-D-
Einflui3.
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Tabelle 22: Einfluld verschiedener Borkonzentrationen auf die IES-Oxidaseaktivitéat (IES-Abbau)
wérend der Vermehrungsphase (mit 2,4-D) der somatischen Embryogenese bei Zell-
suspensionen, welche 21-Tage in B5™-Nahrldsungen, mit verschiedenen Borkonzentrationen,
kultiviert wurden.

Bor-Applikation | ES- Oxi daseakti vit at
(ppm) [ IES-Abbau(pg/Std. prog FG)] O
0 8,053 b’
0,5 4,437 c
1 11,774 a
4 8,313 b
8 10,587 a

Duncan-Test (S gnifikanzniveau 95%)
8a, b, c JSymbole zur Anzeige eines signifikanten Unterschieds

Die statistische Analyse der Mittelwertvergleiche zeigt einen Unterschied zwischen den
Mittelwerten der IES-Oxidaseaktivitét. Dabel ist ein leichter Trend zur Zunahme der
Aktivitét bei steigender Bor-Applikation festzustellen (r=0,42, s. Abb. 14).
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Abbildung 14: Korrelation (r=0,42; y=7,70+0,34x) zwischen verschiedenen Borkonzentrationen und der
| ES-Oxidaseaktivitat ( IES-Abbau in pg/Stunde pro g FG) in Zellsuspensionen von Karotten
wahrend der Vermehrungsphase der somatischen Embryogenese (nach 21 Tagen).

47.2 EinfluR wvon Bor auf die IES-Oxidaseaktivitit im Verlauf der
Realisierungsphase der somatischen Embryogenese

Um den Einflul® von Bor auf die IES-Oxidaseaktivitat wéhrend der Realisierungsphase
zu untersuchen, wurden Zellsuspensionen aus B5" in B5-Nahrldsungen mit
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verschiedenen Borkonzentrationen umgesetzt. Nach einer Kulturdauer von 8 bzw. 20
Tagen wurde die Aktivitdt der IES-Oxidase gemessen (s. Tabellen 23 und 24). Wie
bereits bel den Hormonanalysen angedeutet (s.S. 87), kdnnen auch hier nur Tendenzen

aufgezeigt werden.

Tabelle 23: Einfluld verschiedener Borkonzentrationen auf die |ES-Oxidaseaktivitéat (IES-Abbau)
wérend der Realisierungsphase der somatischen Embryogenese nach 8 Tagen [mit
vorangegangener Vermehrungsphase der Karottenzellsuspensionen in B5*-Nahrlésung ohne
Bor (drei Wochen)].

Bor-Applikation | ES- Oxi daseakti vit at
(ppm [ IES-Abbau(ug/Std. pro gFG)]
0, 00

12,28 d°
0,10

16,14 ¢
0,50

18,05 bc
1, 00

10,60 d
2,00

20,60 b
4, 00

28,31 a
8, 00

22,08 b

Duncan-Test (Sgnifikanzniveau 95%)
$a, b, c JSymbole zur Anzeige eines signifikanten Unterschieds

Esist ein gesicherter Einflufl3 von Bor auf die IES-Oxidaseaktivitéat zu beobachten. Der
Mittelwert der abgebauten IES-Mengen (in g pro Stunde pro g Frischgewicht) in den
Explantaten zeigt in der Tendenz mit Ausnahme der Bor-Applikation von 1,0 ppm eine
Steigerung mit steigender Borkonzentration in den Nahrmedien (s. Abb. 15).
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Abbildung 15: Korrelation (r=0,72; y=15,34+1,32x) zwischen verschiedenen Borkonzentrationen und
der IES-Oxidaseaktivitat ( IES-Abbau in pg/Std. pro g FG) wahrend der Realiserungphase
der somatischen Embryogenese (nach 8 Tagen).

Es kann eine relativ enge Korrelation zwischen dem Borgehalt in der Nahrlésung und
der IES-Oxidaseaktivitét nach 8 Tagen Kulturverlauf beobachtet werden (r=0,72, s.
Abb. 15).

Die Daten aus Tabelle 24 und Abb. 16 zeigen die Menge der abgebauten IES in pg pro
Stunde pro g Frischgewicht nach 20-tdgigem Verlauf der Realiserungsphase der
somatischen Embryogenese.

Tabelle. 24: Einflu verschiedener Borkonzentrationen auf die |ES-Konzentration und die IES
Oxidaseaktivitdt (IES-Abbau) wérend der Realiserungsphase (in B5 ohne 2,4-D) der
somatischen Embryogenese nach 20 Tagen [mit vorangegangener Vermehrungsphase der
Karottenzellsuspensionen in B5'-Néhrlésung (B5 mit 2,4-D) ohne Bor (drei Wochen)]

Bor-Applikation | ES- Oxi daseaktivitat
(ppm [ IES-Abbau(ug/Std. pro gFG)] O | ES (ng/g FQ
0, 00 13,54 d° 3,01 d°
0,10 40,10 ¢ 100,50 a
0, 50 54,68 b 31,75 b
1, 00 42,64 ¢ 12,00 ¢
2,00 43,12 ¢ -
4,00 80,505 a 11,00 ¢
8, 00 77,32 a 9,00 ¢

Duncan-Test zur (Sgnifikanzniveau 95%)
$a, b, c JSymbole zur Anzeige eines signifikanten Unterschieds
- = nicht bestimmt

Bel diesen Untersuchungen konnte auch bel verschiedenen Borkonzentrationen ein
positiver Zusammenhang mit der IES-Oxidaseaktivitdt bel den somatischen Embryonen
festgestellt werden (r=0,88, s. Abb. 16).
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Abbildung 16: Korrelation (r=0,88; y=21,70+8,65x) zwischen verschiedenen Borkonzentrationen und
der |IES-Oxidaseaktivitat ( IES-Abbau in pg/Std. pro g FG) wahrend der Realiserungphase
der somatischen Embryogenese nach 20 Tagen.

Wie Tabelle 24 auch zeigt, besteht nur bis 0,1 ppm Bor ein gleichsinniger Verlauf der
IES-Oxidaseaktivitat und der in den Embryonen gefundenen IES-Gehalte. Wéhrend
Uber 0,1 ppm Bor die IES-Oxidaseaktivitét weiter ansteigt, kommt es in den Geweben
zu einem nahezu linearen Abfall der IES-Gehalte, was als logische Folge der Bor-
bedingten Zunahme der IES-Oxidaseaktivitét zu werten wére.

Bel einem Vergleich der IES-Oxidaseaktivitét in der Induktionsphase (+2,4-D s. Abb.
14) sowie nach 8 und 20 Tagen wahrend der Realisierungsphase (-2,4-D s. Abb.15 und
16) ist eine Zunahme der IES-Oxidaseaktivitét zu erkennen, wobel der Bor-Einfluf3
immer deutlicher hervortritt. Ob dieser Effekt auf die Anwesenheit von 2,4-D

zurlckzufuhren ist, ist fraglich.
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5 DISKUSSION

5.1 Borbestimmungen in Karottenexplantaten und in der Nahrlésung sowie die

Freisetzung von Bor aus Glas

Anhand des gemessenen Bor-Gehalts wurde ersichtlich, dal3 aus den verwendeten
Kulturgefél3e der tatséchliche Borbedarf der Kulturen abgedeckt wird. Das Glas kénnte
auch durch den Einfluf3 des pH-Wertes des Mediums und durch erhéhte Temperatur
wahrend des Autoclavierens beeinfluf3t werden und dadurch Bor freisetzen und somit die
Versuchsergebnisse verdndern (Cousson und Tran Thanh Van, 1981 ). Es mulite eine
Mal3nahme getroffen werden, um eine Bor-Abgabe aus Glas sowie aus Explantaten und
anderen Kontaminationsquellen zu minimieren. Aus diesem Grund wurden alle
Untersuchungen, mit Ausnahme des Vorversuchs, im Polycarbon-Kolben durchgefihrt.
Die benutzten Explantate waren Petiolen-Explantate und zwei bis vier Wochen alte
Wurzeln. Jedoch waren es keine Vorrats- bzw. reife Karottenwurzeln, weil diese
aufgrund ihres hoheren Anteils an gespeicherten Néhrstoffen zu vollig anderen
Ergebnissen fuhren konnten. Karotten-Explantate wurden zunachst finf Monate lang in
Polycarbon-Kolben mit B5'-Nahrlésung mit 2,4-D und 0 ppm Bor kultiviert. Dadurch
wurde der Borgehalt in den Explantaten stark reduziert (s. Tab. 1), wobel aber weiterhin
eine sehr geringe Menge an Bor erhalten blieb. Die Karottengewebekultur und die
somatische Embryogenese bei Karotten sind gut untersuchte Systeme. Es ist aber nicht
ratsam, eine Vorratswurzel oder eine Karottenwurzel mit hoher Mikronadhrstoff-
anreicherung zum Zwecke der Untersuchung von Mikronahrstoffen in der Gewebekultur

als Ausgangsmaterial zu nutzen.

5.2 Borenflul® auf das Wachstum von Kar otten-K eimpflanzen

Diverse Karottenpflanzenorgane zeigen unterschiedliche Reaktionen gegenuber

verschieden hohen Bor-Konzentrationen. So wird z.B. die Anzahl der Blétter und die
95



Lange der Hauptwurzeln bei der Verwendung einer hdheren Bor-Konzentration stark
reduziert. Ahnliche Ergebnisse hat auch Coetzer et al. (1994) uiber Avocado berichtet. Er
hat in Vivo-Versuchen festgestellt, dal3 sich bel hohen Bor-Konzentrationen das
Trockengewicht der vegetativen Teile von Avocados reduzierte. Die Wurzel reagierteim
Vergleich mit anderen Organen besonders empfindlich gegentiber hohen Bor-
Konzentrationen, zudem war sie as erstes Organ von einer hohen Bor-Konzentration
betroffen. Es wird angenommen, dald3 durch die Hemmung der Wurzelfunktion erst
spater das Wachstum anderer Organe beeinflusst wird (Coetzer et al., 1994).

Anhand der Empfindlichkeit der Wurzel und ihrer Reaktion gegenlber verschiedenen
Bor-Konzentrationen (z.B. El-Sharkawi et al., 1999), wurde eine Methode (bioessay) zur
Bestimmung der Bor-Widerstandsfahigkeit bel Triticum aestivum von Campbell (1998)
vorgestellt. Auch die Arbeit von Bondok (1996) zeigt, dal’3 Bor-beeinflufdte endogene
Hormone das Wurzelwachstum und den Zuckerertrag bei Zuckerrtiben beeintréchtigen.
Die gewonnenen Daten tUber andere Wachstumsfaktoren in diesem Versuch zeigen, dal3
die notwendige Konzentration von Bor fur das maximale Wachstum von Petiolen,
Hypokotylen und das Langenwachstum von Nebenwurzeln ca. zehn mal hoher ist als
fUr die Hauptwurzel. Das zeigt, wie oben beschrieben, dal3 die Wurzeln im Vergleich zu
anderen Karottenorganen viel empfindlicher gegentiber Bor sind. Daraus 183 sich
ableiten, dal3 die Bor-Toxizitét die Funktionen der Wurzeln schneller beeinflussen kann.
Sind die Bor-Konzentrationen hoher als fir das oben genannte maximale Wachstum,
hemmen sie die verschiedenen Wachstumsfaktoren, wie z.B. Blattanzahl oder
Petiolenlange. Man bezeichnet diese Hemmung als toxisch. Die typisch toxischen Bor-
Symptome sind Rand- und Spitzen-Cholorose und Nekrose bei erwachsenen Bléttern.
Die kritische Bor-Konzentration ist fur tolerante Pflanzen ungefdhr 10 ppm im
Bewaésserungswasser (Marschner, 1995).

Informationen Uber die Bor-Toxizitét erhdlt man nur Gber toxische Symptome (Mengel,
1987; Shiralipour et al., 1993; Marschner, 1995; Swirtlik, 1995). Es gibt wenig
Informationen  Uber physiologische Verdnderungen durch hohe Nahrstoff-
Konzentrationen, im Gegensatz zu den zahlreichen Informationen Uber Nahrstoff-
Mangel. Die Informationen betreffen meist toxische Symptome, die bel hohen Bor-
Konzentrationen auftreten, ohne Berlicksichtigung der ihnen zugrunde liegenden
physiologischen Veranderungen. Es ist wahrscheinlich, da3 be toxischen
Konzentrationen von Nahrstoffen [auer ihren untereinander bestehenden
antagonistischen Verhdltnissen, die ihre Aufnahme regeln (Swietlik,1995; Goldbach et

al., 2000)] zusétzlich die Synthese von einem oder mehreren Hormonen gehemmt wird.
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Dadurch andert sich die ganze Physiologie der Pflanze zugunsten anderer Hormone. So
verursachen z.B. nach den hier vorlgelegten Befunden hohe Bor-Konzentrationen
solche Veranderungen, so da’ der IES-Gehat durch IES-Oxidase verringert wird,
wahrend im Gegensatz dazu geringere Bor-Konzentrationen einen entgegengesetzten
EinfluR auf den IES-Gehalt , also eine Erhéhung, verursachen.

5.3 Einflul® von Bor und Sacchar ose auf das Wachstum von Pflanzen ausin vitro-

Samenkulturen

Nach den vorliegenden Ergebnissen kénnen Saccharose und Bor unabhéngig von
einander alle gemessenen Wachstumsfaktoren beeinflussen, wobei auch signifikante
Wechselwirkungen entstehen kénnen. Im Hinblick auf die geringe Blattanzahl kann bei
der Variante (-) Bor (-) Saccharose, verglichen mit (+)Bor (-) Saccharose, Bor der
limitierende Faktor sein. Das kann bedeuten, dal? Bor entweder direkt oder indirekt am
Metabolismus der Saccharose beteiligt ist. Es wurde auch von Dell und Huang (1997)
berichtet, dal3 ein gehemmtes Blattwachstum durch Bormangel indirekt die
photosynthetische Kapazitét der Pflanzen verringert, wahrend die Funktion von Bor auf
die Photosynthese in Frage gestellt wird. Es ist auch moglich, dal3 der Nahrstoff- oder
Zuckertransport durch eine Erhéhung von Cytokininen durch Bor (Mengel und Kirkby
1987), welches einen mobilisiernden Einfluf3 auf Nahrstoffe hat, beeinfluf3t wird.
Die Interpretation dieser Untersuchungen sind nicht leicht darzustellen, da die
Saccharose einerseits im Nahrmedium benutzt wurde, welche durch die Wurzeln
aufgenommen und acropetal transportiert wird. Andererseits sind die Bléatter
photosynthetisch aktiv, bilden unter Lichtbedingungen Kohlenhydrate, welche durch
das Phloem basipetal transportiert werden.
Bel der Bor-Bestimmung wurde deutlich erkennbar, dal? die Samen an sich eine gewisse
Menge an Bor beinhalten, die nach der Keimung in andere Organe transportiert wird.
Aus diesem Grunde sind die beiden Faktoren komplex zu intertpretieren.

Wie bereits von Neumann und Raafat (1973), Kumar et a. (1984), Bender et a.
(1987), Grof3 et al. (1993) berichtet, wurde auch in der hier vorgelegten Untersuchung
gefunden, dald die Zugabe von Saccharose eine Hemmung der Chlorophyllsynthese

verursacht.
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Da ein hoher Anthozyan-Gehalt ein Zeichen fir Zuckertberschuf3 ist (Zhong und
Yoshida, 1995; Ichimura, 1998), wéare zu vermuten, da bel der Variante (+)Bor
(+)Sacch. viel Saccharose aufgenommen und gespeichert wurde. Bel (-)Bor (+) Sacch.
wurde vermutlich die Aufnahme von Saccharose und deren Akkumulation geringer.
Vergleicht man die Daten der Varianten, bel denen keine Saccharose zugegeben wurde,
mit denen, die Saccharose erhielten, kommt man zu unterschiedlichen Ergebnissen,
zumal sich die Anthozyansynthese in Wurzeln durch eine Bor-Zugabe vermindert. Die
Variante (+)B (-)Sacch. zeigt im Vergleich mit (-)B (-)Sacch. eine geringere
Anthozyan-Konzentration in der Wurzel. Es konnte daher angenommen werden, dal3 bei
der Variante (+)Bor (-)Saccharose, die in den Bléttern hergestellten Kohlenhydrate nicht
Zu den Wurzeln transportiert wurden, eine Vermutung, die in weiteren Untersuchungen
zu prufen wére. Es muld auch erwdhnt werden, dal3 bei diesem Versuch die Wurzeln
auch selbst Chlorophyll enthalten haben, was zu einer Beeinflussung des Ergebnisses

beigetragen haben konnte.

5.4 Einflul3 von Bor wéhrend der Induktionsphase

Petiolen-K ulturen in B5'-Nahrmedium mit verschiedenen Bor-K onzentrationen haben
in alen Féllen in BS somatische Embryonen gebildet. Wie in Tab. 8 bel 0,25 ppm Bor
und in Tab. 6.1.1 bei Variante O ppm Bor festgestellt werden kann, kann eine somatische
Embryogenese mit sehr geringer Bor-Konzentration induziert werden. Somit kénnen
keine eindeutigen Unterschiede hinsichtlich der Bor-Konzentration bei der Induktion der
somatischen Embryogenese festgestellt werden. Es wére zu vermuten, dal3 Bor entweder
wahrend der Induktionsphase nicht notwendig oder fur den Ablauf der Induktionsphase
nur in sehr geringer Menge ausreichend ist. Wie bereits Goldbach (1986) berichtete,
kann es bei der Arbeit mit Bor zu einer Bor-Kontaminierung kommen. Nach seiner
Auffassung besteht bei alen Versuchen mit Bor eine immer wieder auftretende
Schwierigkeit, dal3, um die normalen Stoffwechselfunktionen beizubehalten, nur eine
sehr geringe Bor-K onzentration notwendig ist. Eine Bor-Konzentration von etwa 10° M
oder weniger ist fur den normalen pflanzlichen Stoffwechsel ausreichend. Esist auch zu
beachten, da3, wenn kein Bor in der Nahrlosung verwendet wurde, mit einer
tatsachlichen Bor-Konzentration von etwa 10° M gerechnet werden mu (Goldbach,

1987). Anhand der eigenen Ergebnisse bezlglich der Bor-Analyse kann davon
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ausgegangen werden, dal3, nachdem die Petiolen-Kulturen mehrmals in Nahrlésung ohne
Bor-Zugabe umgesetzt wurden, es weiterhin noch eine sehr geringe Menge an Bor in
den Explantaten gibt, die vermutlich aus den Explantaten oder aus den zum Ansatz des
Nahrmediums verwendeten Chemikalien stammen konnte. Da nicht auszuschlief3en ist,
dal3 Bor auch aus Laborglas abgegeben wird, wurden alle Versuche mit Ausnahme des
ersten Versuches in Polycarbon-Kolben durchgefihrt.

Well durch Bor Wechselwirkungen mit den Phytohormonen gezeigt werden konnten
(Behrendt, 1994), kann angenommen werden, da3 die Bor-Funktion wahrend der
Induktionsphase durch andere dem Nahrmedium beigemischte Stoffe, z.B.
Pflanzenhormone, ersetzt wird. Daraufhin wurden weitere Versuche durchgefihrt, um
festzustellen, ob und in welcher Form sich Bor und unterschiedliche
Wachstumsregulatoren gegenseitig beeinflussen und eventuell ersetzen konnen.
Ublicherweise wird die somatische Embryogenese durch 24-D-Zusatz zum
Kulturmedium induziert. Wie jedoch den Ergebnissen in der Tabelle 7 zu entnehmen ist,
wird die Embryonenzahl auch bei Bormangel im Vergleich zu den Varianten mit Bor
leicht erhdht. Bormangel konnte demnach, dhnlich wie ein 2,4-D-Zusatz, die Induktion
der somatischen Embryogenese auslésen, woraus auf eine Erhdhung der endogenen
Auxin-Konzentration bei Bor-Mangel zu schliefsen wére.

Weiterhin weisen dieVarianten mit Borzusatz und jene, die statt Bor Kinetin appliziert
bekamen, eine Verminderung der Anzahl von Embryonen auf. Deshalb ist zu vermuten,
dal? eventuell durch Bor die endogene Kinetinkonzentration erhéht wird, oder Kinetin
einen dhnlichen Einfluld wie Bor hat. Wagner und Michaegl (1971) haben gefunden, dal?
sich bei Bormangel die Synthese und der Export von Cytokininen vermindert. Auf3erdem
bemerkten Saftner und Wyse (1984), dal3 Bor eine starke Erhéhung im Cytokinin-Gehalt
in den Wurzeln von Zuckerriiben verursachte.

Die erwdhnte Reduzierung der Embryonenanzahl durch Zugabe von Kinetin wahrend
der Induktionsphase ist wesentlich stérker als durch Bor. Die gleichzeitige Zugabe von
24-D und Kinetin verursacht eine starkere Hemmung oder Verschiebung der
Embryogenese. Eine mdgliche Erklarung bieten Bender und Neumann (1978): Kulturen
mit Karottenwurzelexplantaten bilden mit exogenen Phytoregulatoren Ethylen. Die
gleichzeitige Verwendung von Auxin und Cytokininen erhoht die Ethylensynthese bei
Karottenwurzeln in Gewebekulturen. Diese Erhthung ist so stark, dal3 sie eine
inhibitorische Wirkung ausiibt. Kinetin alein hat einen negativen Einflu auf die
Induktionsphase, jedoch erweist sich 2,4-D wahrend der Induktionsphase als notwendige

Voraussetzung fur die somatische Embryogenese. Anbazhagan und Ganapati (1999)
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haben dhnliche Ergebnisse hinsichtlich des Einflusses von 2,4-D und Kinetin fir die
somatische Embryogenese bei Cajanus cajan dokumentiert.

Petiolen, die wahrend der Induktionsphase kein 2,4-D und kein Kinetin bekommen
hatten, bildeten nur Adventivwurzeln (Tab. 6.2). Die Anzahl der Adventivwurzeln zeigte
eine negative Korrelation zur Bor-Konzentration. Dieses Phdnomen dhnelt der Wirkung
von Kinetin, well die Varianten, die wahrend der Induktionsphase kein 2,4-D sondern
Kinetin bekamen, ebenso keine Adventivwurzeln bildeten. Dies sind typische Anzeichen
von Stérungen im endogenen Hormongleichgewicht. Die Veranderung geschieht durch
Borgaben und bewirkt besonders eine endogene Auxinerhohung. Wie ist diese Wirkung
zu erklaren?

Man kann sich vorstellen, dal3 bis zu einer bestimmten Auxinkonzentration die
Organogenese (Adventivwurzelbildung)und bel einer hoheren Konzentration die
Embryogenese induziert wird. Bel der Variante, die kein Bor und kein 2,4-D wahrend
der Induktionsphase erhielt, wurde immerhin eine sehr geringe Anzahl von Embryonen
gebildet. Das konnte diese Hypothese unterstiitzen. Auch Neumann (1999) konstatiert,
da} der endogene IES-Gehat bel Karotten-Petiolen und Explantaten wahrend der
somatischen Embryogenese gesteigert ist, was jedoch nicht ausreichend fir das
Wachstum bzw. zur Induktion von somatischen Embryonen ist.

Weiterhin wurde bel den vorliegenden Untersuchungen beobachtet, dal? die Anzahl der
Embryonen bei der Variante, die wahrend der Induktions- und Realisierungsphase kein
Bor erhielt, hoher war. Dies kdnnte so interpretiert werden, dal3 eine schnelle und kurze
Erhohung von endogenem Auxin durch Bormangel in Zusammenhang mit 2,4-D
wahrend der Induktionsphase verursacht wurde. Andererseits kdnnte mit dem Ubrig
gebliebenen 2,4-D zu Beginn der Realisierungsphase (Meijer et al., 1999) wahrend der
kurzen Zeit zwischen dem Ende der Induktionsphase und vor dem Anfang der
somatischen Embryodifferenzierung eine Steigerung der Embryonenanzahl verursacht
worden sein (Nachinduktion). Bender und Neumann (1978) haben gezeigt, daf3 im
Nahrmedium verwendete IES wahrend der ersten 24 Stunden Kultur abgebaut wird.
Danach synthetisieren die Explantate selbst IES. Das konnte vielleicht diese Hypothese
unterstreichen. Es konnte auch sein, dal3 Bormangel den Saccharosetransport im
Gewebe hemmt. Kohlenbach (1978) hat deutlich gemacht, dal3 wahrend der Subkultur
bei Saccharoseabwesenheit in der Nahrlosung eine Steigerung der Embryonenanzahl

erreicht wird.
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Bel der Induktion der somatischen Embryogenese kann ABA indirekt Uber die Starke-
Akkumulation in den embryogenen Zellen durch Inhibierung der o-Amylase-Aktivitét
involviert sein (Rajasekaran et al., 1987). Wie Dunlap und Binzel (1996) berichteten,
verursacht ein bel Stress erhdhter ABA-Gehalt eine Verminderung im IES-Gehalt bei
Tomatenpflanzen. Dal3 Stress (bei der Variante ohne Bor) und die dadurch bedingte
Erhohung des ABA-Gehalts wahrend der Induktionsphase und am Anfang der
Realisierungsphase, bevor die embryonalen Zellen differenziert werden, eine Steigerung
der Embryonenanzahl verursacht, ist ebenso moglich wie der oben erwahnte Einflul? von
Kaltebehandlung wahrend der Induktionsphase bel Eschscholzia californica B.M., die
auch eine Steigerung der Embryonenanzahl verursacht hat (Kohlenbach, 1978). Eine
Hormon-Konzentrations- Differenz mit hohem IES- und ABA-Gehalt bei embryogenen
-und niedrigen bei nicht embroygenen Blattsegmenten, stellten Rgjasekaran et al. (1987)
bei Pennisetum purpureum fest. Nach [0-tagiger Kultur weist der von diesen
Blattexplantaten gebildete embryogene Kallus einen um 5-20 fach hoheren Gehalt an
IES auf als der nicht-embryogene Kallus. Der ABA-Gehalt ist um das 3-4 fache erhoht.
Dagegen zeigt der nicht-embryogene Kallus eine um den Faktor 2,5 hohere
Konzentration an Cytokininen. Es wurde auch berichtet, dal’ endogenes Athylen, das u.a.
wahrend Stress induziert wird, nicht notwendig fir die Induzierung der somatischen
Embryogenese bei Medicago sativa ist. Jedoch ist endogenes Athylen fir die
Embryoreifung wahrend der Realisierungsphase erforderlich (Kepczynski, 1992). Es
wurde auch dargestellt, dal3 die Anzahl von Embryonen in einem positiven
Zusammenhang steht mit dem Alter der Explantate (Kohlenbach, 1978). Die Kenntnis,
daR die Athylensynthese sich u.a. auch mit dem Alter des Gewebes erhoht, konnte
vermuten lassen, dalR die These, Athylen sei fir die Induktion der somatischen
Embryogenese nicht notwendig, nicht stichhaltig ist. Bender und Neumann haben im
Jahre 1978 berichtet, da eine endogene Athylensynthese das Wachstum von
Explantaten beeinflussen kann und somit die Induktion von somatischen Embryonen
verandert. Deshalb ist es auch méglich, dald bel O ppm Bor eine durch Stress verursachte
Erhohung des Athylen-Gehaltes eine Erhohung der Embryoanzahl verursacht. Nach
Untersuchungen von Bender und Neumann (1978), Grieb et al. (1997) und Imani et al.
(1998) verandern sich endogene Hormone (insbesondere Auxine) hauptsachlich wahrend
der ersten Kulturtage oder sogar mit der Tageszeit (Paasch, 1994, Paasch et al., 1997).
Der Tatbestand, da? Auxin eine notwendige Voraussetzung fur die Induktion der

somatischen Embryogenese ist und der Bericht von Bender und Neumann (1978), dal3
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der Einflufd von Auxin eine Steigerung des Wachstums von Kulturen wahrend der ersten
Tage (sogar schon wahrend des Kulturanfangs) bis hin zum 28. Tag beeinflussen kann,
sowie das Verhdtnis und der Einfluf3, welches Auxin auf andere Phytohormone [z.B.
Athylensynthese (Kevers et al., 1996)] hat, weisen auf einen komplexen Zusammenhang
zwischen den Faktoren hin, die die Induktion und Realisierung der somatischen
Embryogenese beeinflussen. Neumann et al. (1978) berichtet, dal3 es methodisch oft
recht schwierig ist, bel der Verwendung ganzer Pflanzen oder selbst einzelner Organe
as Versuchssystem bzw. als Gewebekulturen die Bedeutung der verschiedenen
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren fur die die Organe der hoheren Pflanze
aufbauenden Zellen zu erfassen.

Bel diesem Versuch wurden fast in jedem Fall die Explantate, die zur Wirkung von
verschiedenen Bor-Konzentrationen in der Readliserungphase zur somatischen
Embryogenese verwendet wurden, wahrend der Induktionsphase in B5'-Nahrlésungen
mit O ppm Bor angesetzt. Deshalb waren diese Explantate wahrend der Induktionsphase
und in einigen Falen im Laufe der Realisierungsphase unter Bormangel einem Stress

ausgesetzt, der die Vermehrung von Zellen hemmt.

5.5 Einflu von Bor wahrend der Realisierungsphase

Bel den Versuchen mit verschiedenen Bor-Konzentrationen wurden in diesen
Untersuchungen wéhrend der Realisierungsphase verschiedene Embryonalstadien
sichtbar, d.h., dal3 bel verschiedenen Bor-Konzentrationen bis zur Differenzierungsphase
wenig Unterschiede festzustellen sind. Die geringen Unterschiede (z.B. die Erhéhung
der Anzahl an somatischen Embryonen bei Kulturen in Nahrldsungen mit O ppm Bor)
sind dadurch zu erkléren, dal3 bel einer Erhéhung der Bor-Konzentration die Anzahl der
Torpedo- und der reifen Embryonen ansteigt, und im Gegensatz zu einer geringen Bor-
Konzentration die Anzahl der globuldr- und herzférmigen Embryonen ansteigt. Die
Realisierungsphase wird aber auch durch Bormangel zeitlich verschoben. Behrendt und
Zoglauer (1996) berichten, dal3 in einer Né&hrlésung mit weniger als 1mM Bor die
Entwicklung von Embryosuspensoren bei Larix decidua gehemmt wird, jedoch ohne
Verlust der Embryonalkompetenz der Zellkolonien. Eine Bor-Erhéhung Uber 1mM
fordert die Entwicklung von Embryosuspensoren mit einer hoheren Geschwindigkeit.

Es gibt einen starken Bor-Einflufd wahrend der Realisierung der Embryogenese bzw.

wahrend der Entwicklung der Embryonalstadien, welcher im Laufe der Zeit zunimmt,
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d.h., da3 weiter entwickelte somatische Embryonen sensibler auf verschiedene Bor-
Konzentrationen reagieren. Deshalb zeigt sich die Hauptwirkung von Bor wéahrend der
Realisierungsphase nach der Differenzierung der Embryonen. Wenn die Karotten-
Petiolen oder Suspensionen in den Nahrldsungen mit hohen Bor-Konzentrationen
inkubiert werden, wachsen die Cotyledonen stark. Bel Bormangel zeigten nur die
Wurzeln der Embryonen ein gutes Wachstum. Dieser Wachstumsvorgang gleicht dem
der adventiven Wurzelbildung wahrend eines Bormangels. Dies sollte auf eine
Veranderung des endogenen Hormongleichgewichts zurtickzufihren sein, d.h. also, dai3
eine geringe Bor-Konzentration eine Steigerung der Auxin-Konzentration zur Folge hat
und bei hohen Bor-Konzentrationen der Auxin-Gehalt relativ geringer ist. Durch
Bormangel wird bei intakten Pflanzen das Wurzelwachstum gehemmt, was die Folge
einer sehr hohen IES-Konzentration im Verhdltnis zur Cytokinin-Konzentration ist.
Daraus folgt, dal3 in intakten Pflanzen die Auxin-Konzentration unverhé tnismaldig hoher
ist as die der anderen Pflanzenhormone und die Wurzel damit die physiologische
Toleranzschwelle gegen Auxin Uberschreitet.

Blasser et al. (1989) berichten, dal3 Bor bei der Netto-Protonenausscheidung und bel
der Protonenerhéhung bei Elodea densa und Helianthus annuus sowie bel
Suspensionkulturen von Daucus carota einen Einflufd hat und stark von einer Auxin-
Abwesenheit abhangig ist. AulRerdem beeinflult Bor die Enzyme Peroxidase/lES-
Oxidase und reguliert eventuell die zelluléare Auxinverteilung. Vermutlich reguliert Bor
auch den Einflu3 von Auxin. Wagner und Michagl (1971) berichteten, dal3 durch
Bormangel der Blattstoffwechsel und die Zusammensetzung von Bléttern indirekt durch
die in der Wurzelspitze syntetisierten Cytokinine beeinfluf® wird. Goldbach und
Amberger (1985) berichteten, da3 bei Daucus carota-Zellsuspensionskulturen nur
geringe Veranderungen in der Konzentration von Zellwand-Polysacchariden durch
Bormangel verursacht wurden, so dal3 Bormangel keine Beeinflussung der Zellwand-
Zusammensetzung haben sollte. So konnte wahrscheinlich die Bor-Funktion bei der
somatischen Embryogenese einen Einflufl3 auf endogene Hormone haben, und andere
Funktionen, die dem Bor zugeschrieben werden, wurden hier durch den chemisch-
physikalischen Zustand des Nahrmediums beeinflul¥, wie die Untersuchung von
Cousson und Tran Thanh Van (1981) zeigte. Es wurde berichtet, dal3 der chemisch-
physikalische Zustand des Kulturmediums (fest oder fllissig) ein entscheidender Faktor
ist, und die Ergebnisse von Versuchen andern kann. Einige der Bor-Funktionen kénnten
indirekte Einflisse von endogenen Hormonen sein, die selbst unter Bor-Einfluf® sind

(Blaser et al., 1989).
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Durch die Verwendung von hohen Bor-Konzentrationen wéhrend der
Realisierungsphase wurde hier eine starke Senkung der Embryonenanzahl beobachtet.
Diese Verminderung ist immer durch eine morphologische Veranderung
gekennzeichnet (Tab. 14.1 und 16.1 ), d.h., dal sich die Anzahl der entwickelten
Embryonen bis 10 ppm Bor steigert und danach die toxische Bor-Grenze beginnt; bzw.
bei hoheren Bor-Konzentrationen (>10 ppm) eine proportionale Senkung der
Embryonenanzahl beobachtbar ist, wobel sich das Wurzelwachstum von der niedrigsten
Bor-Applikation an vermindert. Dieses Phanomen konnte so interpretiert werden, dafid
der oder die Faktoren, die einen negativen Einfluld auf das Wurzelwachstum haben, bei
hoheren Bor-Konzentrationen durch einen &hnlichen physiologischen Effekt die
Differenzierungsphase  beeinflussen kénnen, d.h.,, da? es hier auch ene
Gleichgewichtsanderung zwischen den Faktoren bzw. den Pflanzenhormonen gibt, die
die Differenzierung von embryogenen Zellen beeinflussen.

Das Embryonendurchschnittsgewicht ist bel  niedrigen und hohen Bor-
Konzentrationen bis 120 ppm Bor (trotz Toxizitdt und Verminderung der
Embryonenanzahl) ungeféhr gleich. So ist anzunehmen, dal3 hohe Bor-Konzentrationen
nur den physiologischen Zustand beeinflussen, welcher notwendig ist fur die Initiierung
der Differenzierung von somatischen Embryonen; weiter beeinfluf sie die Morphologie
der Embryonen. Deshalb kénnte man die Bor-Toxizitét auch als eine Veranderung des
endogenen Hormonengleichgewichts bezeichnen. Vergleicht man die somatische
Embryogenese mit dem Ubergang vegetativer Knospen von intakten Pflanzen in
generative Knospen, so ist zu beobachten, dal3 nach Induzierung der generativen
Knospen nur digenigen sich differenzieren, die einen geeigneten physiologischen
Zustand aufweisen, die also Uber ein an die Umweltgegebenheiten angepalites
endogenes Hormonsystem verfigen. Andernfalls bleibt das induzierte Gewebe im
Ruhestand.
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5.6 Einflu3 von Bor auf das Wachstum von Adventivwur zeln in Kar ottenpetiolen

Von vielen Autoren (z.B. Elmsheuser et a., 1978; Percival and Gerritsen, 1998;
Ludvova und Ostrolucka, 1998) wird berichtet, dal3 bel relativ htheren Auxingehalten
eine Wurzelbildung einsetzt. Die Ergebnisse von Grieb et al. (1997) und Imani et al.
(1998) zeigen, wie sich die Konzentration verschiedener Phytohormone (wie z.B. ABA,
IES und verschiedene Cytokinine) wahrend der Auslésung der somatischen
Embryogenese in Petiolenexplantate der Karotte veréndern, so dald bei niedrigem
Cytokininkonzentrationsniveau nach sechs Tagen ein Maximum der |ES-Konzentration
in der Kultur festgestellt werden kann. Aul3erdem wird durch eine Abnahme der IES-
Konzentration in den nachsten Kulturtagen und einen Anstieg der Cytokinin-
Konzentration das Verhdltnis der beiden Hormone zueinander verschoben. Geht man
von einer hohen ABA-Konzentration bel Kulturbeginn aus, so wird diese wahrend des
Kulturverlaufs kontinuierlich reduziert. Da die vorliegenden Ergebnisse ene
unterschiedliche Bildung von Adventivwurzeln bei Petiolenkulturen von Daucus carota
unter dem Einfluf3 steigender Bor-Gaben gezeigt haben, ist anzunehmen, dal3 durch Bor-
Applikation das endogene Hormonsystem gestort wird.

Petiolen, die in NL-N&hrlésung mit verschiedenen Bor-Konzentrationen kultiviert
wurden, haben nur adventive Wurzeln gebildet. Die Anzahl der adventiven Wurzeln
und die anderen Wachstumsmerkmale weisen ab O ppm bis 5 ppm Bor beinahe die
gleichen Werte auf, bei hoheren Bor-Konzentrationen jedoch verringern sie sich. Wenn
die Petiolen direkt in einer B5-Nahrlosung mit verschiedenen Bor-Konzentrationen
kultiviert werden, beginnt die Abnahme der Zahl an adventiven Wurzeln bereits ab 0,5
ppm Bor. Daher ist zu vermuten, dal? die Konzentration an endogenem Auxin in B5 bis
0,5 ppm Bor sich so erhoht hatte, dal3 die notwendige IES-Konzentration zur Bildung
adventiver Wurzeln erreicht wird. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen in B5-Medium
steht andererseits der Befund, dal3 die Adventivwurzel-Bildung in NL-Medium mit
exogen applizierter IES bis zu 5ppm Bor konstant auf hohem Niveau ablauft und erst
danach abfdllt. Dies kdnnte vermutlich darauf beruhen, dal3 zuzsétzlich zur exogenen
IES endogen sysnthetisierte IES einen synergistischen Einflul3 bei steigender Bor-
Applikation ausiibt. Andererseits wére es auch moglich, dal3 die Funktion der IES
Oxidase in beiden Nahrmedien unter dem Einflul3 steigender Bor-Konzentrationen
veradndert ist und damit unterschiedlich hohe endogene IES-Gehalte vorliegen, die zu
dem beobachteten Unterschied in der Adventivwurzel-Bildung beigetragen haben. Bel

hoheren Bor-K onzentrationen Gber 0,5 ppm Bor in B5-Medium bzw. Uber 5 ppm Bor in
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NL-Medium mit exogener IES wurden offenbar die endogenen I|ES-Gehalte
kontinuierlich so weit vermindert, dal3 die Adventivwurzel-Bildung zunehmend
geringer wurde. Wie auch die Kultur von Catasetum (Orchidaceag) in einem
hormonfreien Medium gezeigt hat (Peres und Kerbauy, 1999), wird das Sprof3wachstum
auf Kosten des Wurzelwachstums gefordert, wenn sich der endogene Auxingehalt
zugunsten des Cytokiningehaltes vermindert.

Zusammenfassend kann somit geschlossen werden, dal3 Bor auf die somatische
Embryogenese durch einen Eingriff in das Gleichgewicht des Hormonsystems bei
K arotten-Petiol enkulturen wirkt.

Kohlenhydrate im Gewebe sind ein wichtiger Faktor fur die Bildung adventiver
Wurzeln (Kristiansen et al., 1999). Aufgrund des vorliegenden Ergebnisses, dal3 bei der
Verwendung einer sehr geringen Bor-Konzentration adventive Wurzeln gebildet
wurden, ist zu folgern, dal3 die Aufnahme und der Transport von Zucker im Gewebe
unter Bormagel nicht beeinflusst wurde. Neumann und de Garcia (1974) berichteten, dal3
wahrend der somatischen Embryogenese in Karotten die Forderung der adventiven
Wurzelbildung nur durch Verwendung sehr hoher Saccharosekonzentrationen méglich
war. Bel viden Pflanzenfamilien besteht in Gewebekulturen ein Zusammenhang
zwischen einer Polysaccharidanreicherung und einer Organogenese (von Arnold, 1987).
Dies bestétigt weiterhin, dal3 Bormangel keine Wirkung auf den Saccharosetransport zu
den Petiolenzellen hat.

5.7 Die Gehalte an Phytohormonen wahrend der Induktions- bzw.

Vermehrungsphase

Die Ergebnisse der Hormonanalyse der Petiolen zeigen, dal3 sich mit Erhohung der
Bor-Konzentration die Gehalte der endogenen IES verringern. Bei der Variante O ppm
Bor wurden trotz des niedrigen endogenen IES-Gehalts mehrere Embryonen gebildet.
Die Ergebnisse der Bestimmung von endogenen Hormonen bei Mais zeigten wie die
Explantate, die ein hohes embryogenes Potential besitzen, auch eine relativ niedrigere
Konzentration von Auxin und Cytokininen, aber eine hohe Konzentration von ABA
(Dolgikh et al., 1999).

Die IES-Bildung bei Zellsuspensionen (Vermehrungsphase) wies nach vierzehn
Tagen ebenfalls ein dhnliches Verhalten im Hinblick auf die Konzentration von

endogener IES durch die Zugabe verschiedener Bor-Mengen auf. Dies beruht
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vermutlich darauf, dal3 die Senkung des IES-Gehaltes durch Bor verursacht ist. Anhand
der eigenen Beobachtungen wird der IES-Gehalt nicht nur durch Bor beenfluld,
sondern es besteht auch eine negative Korrelation zwischen dem IES- und dem ABA-
Gehalt. Gleichzeitig besteht auch zwischen dem ABA-Gehalt und der Bor-Applikation
ein negativer Zusammenhang.

Die Cytokinin-Konzentrationen zeigten wahrend der Induktionsphase eine ziemlich
geringe positive Abhangigkeit von der Bor-Konzentration. Bei den Untersuchungen von
Petiolen und Suspensionskulturen zeigten Cytokinine ein besonderes Verhdtnis zu
ABA. Be niedriger ABA-Konzentration waren die Cytokinine in hohen Mengen
nachzuweisen. Bel einer Erhéhung der ABA-Konzentration zeigten die Cytokinine eine
negative Korrelation mit ABA. Daher konnte auf diesem Wege die Induktion der

somatischen Embryogenese beeinflusst werden.

5.8 Die Gehalte an Phytohor monen wahrend der Realisierungsphase

Das Verhaten der IES-Konzentration wahrend der Realisierungsphase ist &hnlich wie
ihre Veranderung wahrend der Induktionsphase, wahrend der Realisierungsphase liegt
aber eine hohere IES-Konzentration vor. Bor bewirkt eine Senkung der IES
Konzentration, dhnlich wie bei der Induktionsphase. Die Morphologie der Embryonen
bei O ppm und 0,1 ppm Bor waren immerhin dhnlich, bzw. bei beiden Konzentrationen
gab es ein starkes Wurzelwachstum mit geringem Wachstum von Hypocotylen. Deshalb
muf3 man bei dem Einflul3 von Bor auf die somatische Embryogenese und auf die
Embryomorphologie nicht nur die IES-Konzentration beachten, sondern es spielt
vielmehr das IES-Verhdtnis mit anderen Pflanzenhormonen eine entscheidende Rolle.
So verursachte z.B. nicht nur IES alleine, sondern auch sein Verhdtnis zu Kinetin, dal3
bei niedriger Bor-Konzentration das Wurzelwachstum und bei hoher Bor-K onzentration
das Kotyledonwachstum gefordert wird.

Der Gehalt von Cytokininen zeigte wahrend der Realisierungsphase im Vergleich zur
Induktionsphase eine hthere Korrelation zum ABA-Gehalt. Es ist anzunehmen, dal3 2,4-
D einen Einflul auf das antagonistische Verhdtnis zwischen Cytokininen und ABA

ausiibt.
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Die ABA kann bei B5-Medium im Vergleich mit der Induktionsphase hohere
Konzentrationen und stérkere Verdnderungen haben. Deshalb kann die These aufgestellt
werden, dal3 2,4-D auch die ABA-Synthese direkt oder indirekt beeinflussen kénnte. Es
existiert hier eine negative Korrealation zwischen ABA und IES sowie eine negative
Beziehung zwischen Bor und ABA. Deshab wurde der IES-Gehalt insbesonders
wahrend der Realiserungsphase durch zwel negative Faktoren (Bor und ABA)
beeinflufdt. Wie Dunlap und Binzel (1996) berichteten, verursacht ein bel Stress erhthter
ABA-Gehalt eine Verminderung im IES-Gehalt bei Tomatenpflanzen.

Der Vegleich zwischen Pflanzenhormonen wéahrend der Induktions- und
Readlisierungsphase zeigt, dal3 durch die Anwesenheit von 24-D die Gehalte an
Cytokininen, ABA und Auxin verringert werden. Dieser Einflul von 2,4-D auf
endogenes Auxin kann anhand der Arbeit von Kevers et al. (1996) nachvollzogen
werden. Er wies nach, dal3 Zuckerrtibencallus auf synthetisches Auxin (2,4-D) reagiert

und dadurch eine Verminderung des Cytokinin-Gehalts (1P, Z und ZR) verursacht wird.
Ribnicky et al. (1996) berichteten, dal3 exogenes Auxin fur das Wachstum von
Hypocotylkulturen von Daucus carota-Callus notwendig ist, und dal3 besonders 2,4-D,
dasin freier Form akkumuliert wird, die endogene IES-Biosynthese nicht verandert hat,
obwohl es einen wichtigen Einflul? auf die Konzentration von endogenen IES hat. Die
Verwendung von NAA bei aus Petiolen hergestelltem Callus von Actindia deliciosa
(Kiwifrucht) zeigte, dald ein Teill von NAA mit Zucker und Asparaginsaure schnell
konjugierte. Der andere Teil blieb konstant, wahrend sich die endogene IES nach der
zwolften Stunde im Gewebe bis zum Ende des Experiments verminderte (Centeno et
al., 1999). Nach Liu et al. (1996) verursachte die Verwendung von NAA bel
Sojabohnen-Hypokotyl-Stecklingen eine Erhthung des IES-Gehalts und eine
Verminderung der IES-Oxidaseaktivitéat. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen kein
entsprechendes hormonelles Verhalten. Der IES-Gehalt und die |ES-Oxidaseaktivitét
werden sogar durch 2,4-D unterdriickt. Der Bericht von Liu et al. (1996) macht
unverstandlicherweise keine Angaben dazu, dal3 sich durch eine IES-Erhdhung die IES-
Oxidaseaktivitét erhoht.
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5.9 Boreinfluss auf die | ES-Oxidase

Eine geringfiigige Erhthung der 1ES-Oxidaseaktivitdt in Karottenpetiolen in B5'-
Nahrlésung mit verschiedenen Bor-Konzentrationen zeigte, dal3 Bor in drei Wochen
alten Kulturen in geringer Menge die IES-Oxidaseaktivitdt bel 2,4-D Anwesenheit
erhdhen kann (r = 0.42). Im Vergleich dazu ist aus Versuchen mit gleicher Kulturdauer
ohne 2,4-D abzuleiten, da? unter dem Einflu? einer Bor-Steigerung die IES-
Oxidaseaktivitdt hoher ist (r = 0.88). Daher ist anzunehmen, dal3 2,4-D einen
hemmenden Effekt auf die |ES-Oxidaseaktivitat ausiibt.

In Karotten-Embryonen konnte nach 8 und 20 Tagen in B5-Medium die IES-
Oxidaseaktivitét durch steigende Borgaben erhtht werden. Dies wiederum steht im
Einklang mit Berichten von anderen Forschern, die alerdings intakte Pflanzen
untersucht haben. Der Mechanismus des Boreinflusses auf die IES-Oxidase ist bis heute
noch nicht geklart. Ob Bor fur die Synthese von IES-Oxidase unentbehrlich ist, bleibt
ebenfalls offen. Es besteht eine Hypothese, der zufolge die durch Bor akkumulierten
phenolischen Komponenten, wie z.B. Kaffeinsdure, eine inhibitorische Wirkung auf die
|ES-Oxidase haben (Birnbaum et al., 1977).

Ein Vergleich zwischen der IES-Oxidaseaktivitdt nach acht und zwanzig Tagen
wahrend der Realisierungsphase zeigt, dal die Reaktion auf die Bor-Konzentration umso
deutlicher wird, je weiter die Embryonalentwicklung fortgeschritten ist. Dieser Befund
deutet darauf hin, dal3 die Embryonen in Priméarstadien unempfindlicher auf exogene
Einfllsse reagieren.

Weiterhin war zu beobachten, dal3 die Aktivitét der IES-Oxidase in den Explantaten
bis zum 20. Kulturtag anstieg. Eine derartige Erhéhung der |ES-Oxidaseaktivitéat bei
zunehmendem Alter der Kultur wurde bereits von Kohlenbach (1978) und Goldbach u.
Amberger (1986) gefunden.

Die Konzentration von IES bei B5" und B5 Varianten, die kein Bor enthielten, war
niedrig, obwohl die IES-Oxidaseaktivitat bei diesen Varianten bei 0 ppm Bor ebenfalls
niedrig war. Es ist daher anzunehmen, dal? die IES-Oxidase-Aktivitét fur den aktuellen
endogenen IES-Gehalt nicht immer von Bedeutung ist, sondern dal3 auch andere
Stoffwechselprozesse das hormonelle Gleichgewicht mitbeeinflussen und damit die
Ausldsung der somatischen Embroyogenese steuern konnen. Damit stellt sich die Frage,
fur welche Prozesse im pflanzlichen Stoffwechsel Bor erforderlich ist. Krosing (1973)
setzte Nukleinsdurebasen zur Nahrlésung zu, aber die Nukleinsdurebasen konnten nicht

die Aufgabe von Bor Ubernehmen. Der Einfluld von Bor auf die Nitratreduktaseaktivitét
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(Ruiz et al., 1998) kann bel der vorliegenden Arbeit kein begrenzender Faktor gewesen
sein, dain B5*- und NL-Nahrlésung auch reduzierter Stickstoff benutzt wird. Deshalb ist
zu vermuten, dal3 sich die IES-Konzentration bei der oben genannten Variante (O ppm
Bor) nicht durch eine durch Bor-Mangel verminderte Aktivitat der Nitratreduktase,
durch eine bei Bormangel verminderte Synthese von Nukleinsurebasen oder eine bei
Bormangel reduzierte Aktivitdt der IES-Oxidase vermindert, sondern andere
Mechanismen, wie z.B. Stress und die Athylen- oder ABA-Erhohung diese
Verminderung verursachen konnten. Es kann auch eine andere Hypothese aufgestellt
werden, dal3 sich bei Varianten mit O ppm Bor kurz nach Kultivierungsbeginn die IES-
Konzentration (bevor in Explantaten oder in der Nahrldsung geringe Mengen von Bor
benutzt wurden) extrem erhoht, wodurch wahrscheinlich andere IES
Kontrollmechanismen (z.B. IES-Konjugation oder Autoinhibition [Feed Back]) aktiv
werden. Eine solche Autoinhibitionshypothese ist fir endogene IES bei Pisum sativum
berichtet worden (Li und Bangerth, 1999).

Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden die Explantate, die kein Bor erhielten,
schneller als andere Varianten chlorotisch und nekrotisch, jedoch blieben sie vital.
Dieses Phanomen kann durch eine héhere Athylensynthese aufgrund von Stress oder
einer hoheren IES-Konzentration verursacht werden. Die Gewebekultur kann man als
geschlossenes System bezeichnen, in dem einige Zellen Bor ausscheiden und andere
Zellen oder Embryonen wieder Bor aufnehmen. Dadurch konnen die Explantate mit

einem niedrigen Gehalt an Bor wachsen und Uberleben.

5.10 Anthozyane und somatische Embryogenese unter Einflufd von Bor

Durch eine Erhéhung von Bor hat der Anthozyan-Gehalt der Zellsuspension wahrend
der Vermehrungsphase und der Realisierungsphase nur eine geringfligige Steigerung
gezeigt. Die Erhéhung des Anthozyanengehalts in der Readlisierungsphase war aber
stérker als in der Vermehrungsphase. Ozeki und Komamine (1981, 1985) berichteten
jedoch im Gegensatz dazu, dal3 bel Suspensionskulturen von Karotten mit 2,4-D
undifferenzierte Zellen kein Anthozyan synthetisieren. Nur, wenn die Zellen in eine
Nahrlésung ohne 2,4-D umgesetzt werden, stellen sie Anthozyane her. Der Bericht von
Ozeki (1996) bestétigt nochmals, dal3 die Synthese von Anthozyanen durch die
Verwendung von 2,4-D verringert wird. Er stellte fest, dal3 eine Erhéhung von Bor die

hemmende Wirkung von 2,4-D auf die Aktivitdt von PAL (Phenyla anin-Ammonium-
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Lyase) und die Aktivitdt von CHS (Chalconsynthase) vermindert. Es ist berichtet
worden, dal3 die Aktivité von PAL und von CHS wahrend der Verwendung von 2,4-D
verringert wird und in dieser Weise einen negativen Einflu auf die Synthese von
Anthozyanen ausiibt (Ozeki et al., 1990 und Ozeki, 1996). Die Gibberellinsdure hat auch
einen hemmenden Einflul auf CHS und die Synthese von Anthozyanen (llan und
Dougall, 1994). Es ist berichtet worden, dal3 Kaffeinsdure eine inhibitorische Wirkung
auf die IES-Oxidase hat, und damit die Auxin-Konzentration erhoht und die Synthese
von Anthozyanen reduziert wird. Baker et al. (1994) berichteten auf der anderen Seite,
dal3 Kaffeinsaure, das am haufigsten vorkommende Anthozyan, [3-0-(6-o-feruoyl)-beta-
D-glucopyranosyl-(1-6) -beta-D-xylopyranosyl-(1-2) -beta-D-gal actopyrano-
sylcyanidin], Suspensionskulturen wilder Karrotten positiv beeinflufét. Aber es wurde
auch angenommen, dal} Kaffeinsdure, bevor der Vebrauch fur die
Anthozyanebiosynthese zustande kommt, methyliert wird (Baker et al., 1994). Aufgrund
der vorliegenden Ergebnisse stellt sich die Frage, ob es moglich ist, dal3 Kaffeinsaure
direkt die Steigerung der IES-K onzentration und dadurch eine Abnahme der Anthozyan-
Synthese und in methyliertem Zustand eine hohere Aktivitéat von IES-Oxidase und somit
eine Forderung der Anthozyan-Synthese verursacht. Um diese Frage zu beantworten, ist
eine weitere detaillierte Forschung erforderlich, um eine mogliche Verbindung zwischen
der Anthocyan-Synthese, der IES-Oxidaseaktivitdt und der Bor-Konzentration bzw.
Funktion zu erkennen.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte die Induktionsphase die Synthese von
Anthozyan und Chlorophyll wahrend der Realisierungsphase beeinflussen. Es gibt
keinen algemeinen Zusammenhang zwischen Anthozyanen und dem Chlorophyll-
Gehalt wahrend der Realisierungsphase und der Anzahl von Embryonen, jedoch besteht
ein Zusammenhang zwischen dem physiologischen Zustand der Induktionsphase und der
Anzahl von Embryonen. Esist mdglich, dal3 sich durch die Zugabe von Bor der Zustand
der Induktionsphase so verandert hat, dal3 die Synthese von Anthozyanen wahrend der
Realisierungsphase beeinfluf3t war.

Die Stoffwechselwege, die bereits in der Induktionsphase die Synthese von
Pflanzenpigmenten in der Realisierungsphase beeinflussen kdnnen, sind moglicherweise
anders als die Stoffwechselwege, die in der Induktionsphase einen Einfluld auf die
Bildung und Anzahl von Embryonen haben.

Es gab wahrend der Realisierungsphase einen positiven Zusammenhang zwischen dem
Anthozyan-Gehalt und der Anzahl von Embryonen in der Kultur, die gréf3er als 800 um

waren. Das bedeutet, die Synthese von Anthozyanen als Produkt des sekundaren
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Stoffwechsels ist im allgemeinen kein Zeichen der Induzierung von somatischen
Embryogenesen, vielmehr zeigt sie, wie das induzierte Potential realisiert wird. Wie
beobachtet wurde, brachte die Erhéhung der Bor-Konzentration wahrend der
Redlisierungsphase eine Steigerung der Konzentration von Anthozyanen und der
Forderung der Embryonalentwicklung mit sich. Dies bedeutet, eine relativ hdhere Bor-
Konzentration verursacht einen besser entwickelten Embryo, welcher eine hohere
Anthozyan-Konzentration besitzt. Ozeki und Komamine (1981 und 1985) sind
desgleichen der Meinung, dal3 es eine enge Verbindung zwischen einer Anthozyan-
Synthese und dem Differenzierungsvorgang und der Embryomorphologie gibt. Ozeki
berichtet davon, dal3 eine hohere Aktivitat des Sekundarstoffwechsels von hoherem
Differenzierungsgrad der Kulturen begleitet wird (Ozeki, 1996). Die Untersuchungen
von Ozeki und Komamine (1981 und 1985) zeigen auch, dai3 die Zugabe von Cytokinin
eine Synthese von Anthozyanen fordert. Bei gleichzeitiger Verwendung von Cytokinin
und Bor steigt ebenfals die Anthozyan-Konzentration an. Es wird deutlich, dal3 die
Wirkung von Cytokinin und Bor auf die Anthozyan-Synthese dhnlich sind.

In den vorliegenden Ergebnissen wurde ein enger Zusammenhang zwischen der
Chlorophyll- und Anthozyan-Konzentration beobachtet. Wie Kawabata und Kusuhara
(1999) konstatieren, besteht einerseits eine enge Beziehung zwischen dem ChlorophylI-
Gehalt und der Kohlenhydratproduktion in photosynthetisch aktiven Organen und
andererseits zwischen dem Kohlenhydratgehalt und der Anthozyan-Synthese. Somit
wird der hier beobachtete Zusammenhang zwischen der Chlorophyll- und der
Anthozyan- Konzentration bestétigt.

Wahrend der somatischen Embryogenese konnte die Anthozyan-Konzentration als
sekundéres Stoffwechsel produkt durch einen &uf3eren Faktor (wie z.B. Bor) beeinflufdt
werden. Durch Zugabe von Bor wird sich das Kulturwachstum beschleunigen und
somit die Embryonen und Organe besser entwickeln, die Chlorophyll-Synthese wird
gesteigert und damit wird schliefdlich die Synthese von Kohlenhydraten und von
Anthozyanen zunehmen. Deshab ist die Anthozyan-Konzentration ein indirektes
Zeichen fur den Entwicklungszustand von Kulturen, die photosynthetisch aktiv sind.
Solche Entwicklungsvorgange unterliegen nach Neumann (1974) einem periodischen
Ablauf im Erndhrungssystem von Karottengewebekulturen, welcher sich in drei
Erndhrungsperioden einteilen l&sst (1- heterotrophe Periode, 2- mixotrophe Periode, die
in Abhangigkeit von der Hormonversorgung mehr oder weniger stark ausgepragt sind,
sowie die 3- autotrophe Periode). Durch Zugabe von Bor kdnnte der oben erwahnte

autotrophe Zustand schneller erreicht werden. Neumann et al. (1978) stellen aul3erdem
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dar, dai3 "mit Kinetin kultivierte Explantate ein besser entwickeltes photosynthetisches
Potential besitzen, welches Relevanz fir die intensivere Auspragung der log-Phase (der
Z€llteillungsaktivitdt dieses Versuchsgliedes [Cytokinin]) hat". In Daucus carota L.
Zellsuspensionskulturen war in Abwesenheit von Auxin und Cytokinin die Synthese
von Anthozyanen gefordert (Ozeki und Komamine, 1981). Deshalb kann jeder Faktor,
der die Photosynthese bei Explantaten erhdhen kann, auch die Synthese von
Anthozyanen steigern, wie z.B. die erhéhte Synthese von Cytokinin durch die Zugabe

von Bor.
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6 Zusammenfassung

Mit der Technik der Gewebekultur wurde untersucht, ob isoliertes Gewebe von
Karottenpflanzen ~ unter ~ verschiedenen  Borkonzentrationen  bzw. unter
Bormangel bedingungen somatische Embryonen bilden kann. Dabei wurde die Bildung
von adventiven Wurzeln, die Konzentration von Phytohormonen, die Aktivitdt von IES-
Oxidase und die Anthozyan-Konzentration als ein Produkt des sekundaren
Metabolismus im Verlauf der somatischen Embryogenese untersucht.

Die verschiedenen Versuchsgruppen brachten folgende Ergebnisse:

1) Borbestimmungen in Karottenexplantaten und in der N&hrlosung sowie die
Freisetzung von Bor aus Glas:

Anhand des gemessenen Bor-Gehalts wurde ersichtlich, da3 aus den verwendeten
Kulturglésern der tatséchliche Borbedarf der Kulturen abgedeckt wird. Aus diesem
Grund wurden alle Untersuchungen, mit Ausnahme des ersten Versuchs, in Polycarbon-
Kolben durchgefihrt.

Die benutzten Explantate waren Petiolen-Explantate und zwei bis vier Wochen alte
Wourzelexplantate. Karotten-Explantate wurden zunéchst finf Monate lang in
Polycarbon-K olben mit B5™-Nahrlésung mit 2,4-D und O ppm Bor kultiviert. Dadurch
wurde der Borgehalt in der Nahrlésung und in den Explantaten stark reduziert, wobei
aber weiterhin eine sehr geringe Menge an Bor in beiden erhalten blieb. Es bedeutet,
dal} Explantate von Karotten Bor in das Gewebekultur-Nahrmedium abgeben kdnnen
und nicht nur die Versuchgefélle (Freisetzung von Bor aus dem Glas) oder andere
Kontaminationsguellen (z.B. die verwendeten Chemikalien). Dies kann unkorrekte
Interpretationen wahrend der Arbeit mit diesem Mikroelement verursachen. Zudem
spielt das Néahrstoffpotential der eingesetzten Explanate bei ungewisser Herkunft der
hierzu verwendeten Mutterpflanzen eine Rolle.
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2) Der Einflul3 von hohen Borgaben auf das Wachstum von Keimpflanzen aus

Karottensamen:

Die Verwendung hoher Bor-Konzentrationen bei der Kultur von intakten Pflénzchen
aus Karottensamen zeigte, dal3 verschiedene Karottenorgane eine unterschiedliche
Toleranz gegenliber Bor-Toxizitdt aufweisen, dal3 z.B die Anzahl der Blatter und die
Hauptwurzelldnge bei hohen Borkonzentrationen unterschiedlich schnell unterdriickt
werden. Die anderen Wachstumsfaktoren zeigten, dal3 die notwendige Konzentration
von Bor fir ein maximales Wachstum von Petiolen, Hypocotylen und Nebenwurzeln ca.
zehn mal hoher ist als fur das Hauptwurzelwachstum.

Uberstieg die Bor-Applikation die fiir optimales Wachstum erforderliche K onzentration,
wurde das Wachstum der genannten Pflanzenorgane gehemmt. Dieser Effekt ist als Bor-

Toxizitét zu bezeichnen.

3) Einfluss von Bor wahrend der I nduktionsphase:

Die in B5'-Ndhrmedium angezogenen Petiolen-Kulturen, denen verschiedene
Borkonzenterationen beigemischt waren, haben in allen Féllen somatische Embryonen
gebildet, wobei eine leichte, jedoch statistisch nicht zu sichernde Senkung durch
steigende Bor-Gaben zu beobachten war.

Die gleichzeitige Anwendung von 2,4-D und Kinetin verursachte eine starke Hemmung
oder zeitliche Verschiebung der Embryogenese. Kinetin allein hatte keinen Einfluld auf
die Induktionsphase, wahrend sich 2,4-D bel der Induktionsphase als notwendige
V oraussetzung fur die somatische Embryonenbildung erwies.

Petiolen, die wahrend der Induktionsphase kein 2,4-D und kein Kinetin bekommen
hatten, bildeten nur Adventivwurzeln. Bel der Anzahl der Adventivwurzeln zeigte sich
eine negative Korrelation zur Borkonzentration. Die Varianten, die wahrend der
Induktionsphase kein 2,4-D, jedoch Kinetin bekommen hatten, bildeten keine
Adventivwurzeln.

Bel der Variante, die weder 2,4-D noch Bor enthielt, wurden einige Embryonen

gebildet. Das konnte ein Beleg fur die Hypothese sein, dal3 bis zu einer gewissen
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Auxinkonzenteration die Rhizogenese und bei hoheren Konzentrationen die
Embryogenese induziert werden kdnnte.

Die Befunde der vorliegenden Untersuchung sind dahingehend zu interpretieren, dal3
Bormangelstress oder eine Erhdhung von endogenem Auxin durch Bormangel wahrend
der Induktionsphase und am Anfang der Realisierungsphase eine Steigerung der
Embryonenzahl verursacht, was darauf hindeutet, dal3 die Anzahl der Embryonen eine

hohe Abhéngigkeit vom Induzierungszustand hat.

4) Einflufd von Bor wéhrend der Realisierungsphase:

Bel den Experimenten mit verschiedenen Borkonzentrationen besteht bel kultivierten
Karotten-Zellen (Petiolen, Suspensionen u.a) wéahrend der Induktionsphase und zu
Beginn der Realisierungsphase offenbar nur ein geringer Boreinflul?. Starkere
Boreinflisse traten bei der Entwicklung der induzierten Embryonen auf. Diese
Unterschiede sind dadurch zu erkldren, dal3 bei einer Erhthung der Borkonzentration
die Anzahl der torpedoformigen und grofReren Embryonen und Pflénzchen ansteigt und
umgekehrt, dal3 bel einer geringen Borkonzentration die Anzahl der globuldr- und
herzférmigen Embryonen ansteigt. Offenbar kommt hier eine Entwicklungshemmung
bei niedrigeren Bor-Konzentrationen in der Nahrlésung zum Ausdruck. Ein starker
Boreffekt ist auch bei der weiteren Entwicklung von Embryonen festzustellen. Wenn
Embryonen aus kultivierten Petiolenexplantaten oder Suspensionen nach Erreichen des
Torpedostadiums in Nahrlésungen bei htheren Borkonzentrationen gehalten werden, ist
das Cotyledonenwachstum gut, bei Bormangel bedingungen zeigen nur die Wurzeln der
Embryonen ein gutes Wachstum. Dieses Wachstumsverhalten ist genauso wie die
Adventivwurzelbildung auf ene Veranderung der endogenen Hormonbalance
zurlckzufihren, d.h. da3 eine geringe Borkonzentration eine Steigerung der
Auxinkonzentration zur Folge hat, und da® bei hohen Borkonzentrationen die

Auxinkonzentration im Verhédtnis zu anderen Phytohormonen erniedrigt sind.
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5) Die Phytohormonbestimmungen wahrend der Induktions-, Vermehrungs- und

Realisierungsphase:

Bor verursacht eine Verringerung der IES-Konzentration. Das Verhalten der IES-
Konzentration auf steigende Bor-Applikation ist wéhrend der Realisierungsphase
ahnlich wie wahrend der Induktionsphase und der Vermehrungsphase, der IES-Gehalt
ist aber in der Realisierungsphase hoher.

Bor hat eine negative Wirkung auf den ABA-Konzentration, ebenso wie auf den IES-
Konzentration.

Wahrend der Redlisierungsphase zeigte die Cytokininkonzentration eine stérkere
Korrelation zur ABA-Konzentration alsin der Induktionsphase.

In B5-Medium (- 2,4-D) ergaben sich beziiglich der ABA-Konzentration héhere Werte
bzw. stérkere Veranderungen alsin B5-Medium (+ 2,4-D). Diesist ein Hinweis darauf,
dai? 2,4-D auch die ABA-Synthese direkt oder indirekt bestimmt. Dies gilt auch fir die

ermittelte Konzentration von IES und der untersuchten Cytokinine.

6) BoreinfluR auf die Aktivitdt von IES-Oxidase wahrend der somatischen

Embryogenese:

Die Aktivitdt der IES-Oxidase von Zelsuspensionskulturen von Daucus carota L.
wurde bei 2,4-D-Anwesenheit im B5'-Nahrmedium wahrend der Vermehrungsphase
bei steigender Bor-Konzentration nur geringfigig erhoht. Wahrend der
Realisierungsphase in Abwesenheit von 2,4-D bewirkte dagegen eine Bor-Steigerung
eine deutliche Erhohung der IES-Oxidaseaktivitdt. Dabel trat mit fortschreitender
Entwicklung der Embryonen vom 8. bis zum 20. Tag eine stérkere Reaktion der IES-

Oxidaseaktivitét auf unterschiedliche Bor-Konzentrationen in Erscheinung.

7) Anthozyan- und Chlorophyll-Konzentrationen im Verlauf der somatischen

Embryogenese:

Ungeachtet der Bor-Wirkung ist zundchst festzustellen, dal3 kein Zusammenhang

zwischen der Gesamtzahl an somatischen Embryonen von Daucus carota L. und den
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Gehalten an Anthozyan und Chlorophyll wéhrend der Realisierungsphase bestand. Nur
die Anzahl grof3er Embryonen (>800um) zeigte eine positive Korrelation zum
Anthozyangehalt. Diese Befunde sind dahingehend zu interpretieren, dald der Gehalt an
Anthozyan, einem Produkt des sekundéren Stoffwechsels, nur bei Embryonen héher ist,
die Uber einen hoheren Differenzierungsgrad und damit auch eine héhere K ohlenhydrat-
Synthesekapazitét verfigen.

Unter dem Einfluf3 von Bor wurde die Anzahl von Embryonen >800um erhoht, die aso
weiter entwickelt waren. Es ist demnach verstandlich, dal3 bel steigenden Bor-Gaben
hohere Anthozyangehalte vorliegen.

Auch die Applikation von Cytokinin fihrte zu hoheren Anthozyangehalten in
Karottenkulturen.

Die fur den Anthozyangehalt dargestellten Zusammenhange gelten in gleicher Weise
auch fur den Chlorophyllgehalt der Kulturen.
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8 SUMMARY

Through using tissue culture methods it was investigated, what role boron plays during
induction and redlization of carrot somatic embryogenesis. During this period the
concentration of anthocyanin as a secondary metabolite has been monitored. The

following results were obtained:

1- Boron concentration of explants and nutrient medium in relation to release of

boron from glass:

Determination of boron in the nutrition medium and explants indicated, that the boron
requirement during tissue culture may be dressed by the release of boron from the used
glass. Therefore in this study polycarbon Erlenmeyer were used.

The explants in this study are from petioles and 2-weeks young carrot root. The explants
were cultured for about 5 months in polycarbon Erlenmeyer with B5 -nutrient with O
ppm boron. By this method the amount of boron in the explants should be very low, but
a small amount of boron still was observed. This means, that not only the release of
boron from the used glassware into the nutrient medium is very important, but aso
some contamination sources by the explants themself or by chemicals added to the

nutrient medium.

2- Germination of carrot seedswhen treated with high concentrations of boron:

Different organs of carrot show different reactions against boron toxicity. For example
maximum boron tolerance of petioles, hypocotyls and lateral roots is 10 times higher
than those of the leaves and main roots, which are more susceptible to higher boron
concentrations. An increase in concentration of boron higher than these limits leads to a
decrease of growth of the above mentioned organs.
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3- Boron and itsinfluence during theinduction phase of somatic embryogenesis:

During the induction phase petioles were treated with different boron concentrations
and all produced somatic embryos. Treatments with high concentrations of boron or
kinetin supplementation without boron led to a decrease of embryona bodies. A
simultaneous use of kinetin and 2,4-D inhibited or delayed the process of somatic
embyogenesis. Kinetin had no influence on the induction phase, whereas 2,4-D was
necessary for the induction of carrot somatic embryogenesis.

Petioles, which were not treated with 2,4-D and kinetin, produced only adventive roots.
There was a negative correlation between boron concentration and number of adventive
roots. In treatments in which petioles were treated only with kinetin no adventive roots
were observed.

In the treatment without 2,4-D and boron a few embryos were observed. In general it
has been stated that boron deficiency leads to an increase of endogenous auxin. Boron
deficiency during induction phase and initial phase of realization leads to an increase of
number of embryos. Apparently the number of embryonal bodies depends strongly on

the induction situation.

4- Boron and itsinfluence during therealization phase:

Treatments with different boron concentrations during realization phase lead to all
stages of embryonal development. During differentiation phase boron concentration
shows hardly any effect on the embryo development. Through increase of boron
concentration the number of torpedoes and plantlets increases whereas under boron
deficiency or its lower concentrations the number of globular and heart forms remains
higher (delayed devel opment).

The main function of boron during the realization phase appears to influence
differentiation of embryos to plantlets. Under high boron concentrations in cell
suspension and petiole culture cotyledons grow well, but under boron deficiency
however the roots are the organs which proliferate. Growth, development and
termination of adventive roots are the result of variations in plant endogenous
hormones. It means, low concentrations of boron lead to increase of endogenous auxin

concentration and high concentration of boron leads to decrease of its concentration.
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Through application of high concentration of boron during the realization phase a strong

reduction of numbers of embryonal bodies have been observed.

5- Determination of endogenous plant hormones during the induction and the

realization phase:

Behavior of IAA during the induction phase resembles its change during the realization
stage. The concentration of IAA during the redlization stage is higher than during the
induction stage. Increase in boron concentration leads to a decrease of IAA content of
plant cells. Treatment with O ppm and 0.1 ppm boron, however, remains an exception.
Morphological changes of embryos due to boron application was not different in both
treatments. Roots developed well and no hypocotyl and cotyledon growth could be
observed.

Boron has a negative influence on ABA concentration and ABA has a negative
influence on IAA synthesis, so IAA synthesis during the realization phase is influenced
negatively by both boron and ABA concentration.

Cytokinin concentration of explants during the realization phase in comparison to its
content during the induction phase depends mainly on ABA concentration. The ABA
concentration during realization phase is higher than during the induction phase, so it
can be postulated that 2,4-D influences ABA synthesis. In thisway 2,4-D can influence

endogenous hormone synthesis.

6- Boron and itsinfluence on | ES-oxidase during somatic embryogeness.

During the induction phase low boron concentrations lead to an increase of IAA-
oxidase activity, however, during realization phase this activity was higher.

A comparison between activity of IAA-oxidase after 8 and 21 days of culture shows
that the positive correlation between IAA oxidase activity and development of
embryonal bodies increased.
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7- Synthesis of anthocyanin and chlorophyll during somatic embryogenesis tr eated

with different concentrations of boron:

There is hardly any relation between anthocyanin, chlorophyll and number of
embryonal bodies during induction and realization of somatic embryogenesis, but there
is a relation between the number of >800 um large embryos and anthocyanin
concentration during the realization phase. It means that anthocyanin as a secondary
product is not an indication of induction of somatic embryogenesis, but it rather
indicates how embryonal bodies develop.

Cytokinins increase anthocyanins concentration. Application of boron increases the
concentration of anthocyanins. This effect resembles the effect of kinetin on
anthocyanins concentration. There is a strong positive correlation between anthocyanin
and chlorophyll concentration.
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