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Abkürzungen

BAP 6-Benzylaminopurin, 6-Benzyladenin

IAA Indol-3-Essigsäure

IBA Indol-3-Buttersäure

µM Mikromol pro Liter

MS Murashige und Skoog

NAA α-Naphthylessigsäure
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der Wuchsstoff- und Lichtverhältnisse . . . . . . . . . . . . . . 24

3.2.2 Einfluss der α-Naphthylessigsäure (NAA) unter Berücksichtigung
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3.2.3 Einfluss von Licht unter Berücksichtigung der Wuchsstoff- und
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1 Einleitung und Problemstellung

Die Gattung Dioscorea (Familie Dioscoreaceae) umfaßt etwa 600 Species, die auch

als Yams bezeichnet werden. Es handelt sich dabei um monocotyle tropische bzw.

subtropische Pflanzen (Unterklasse Lilianae), die oberirdisch einjährige, windende

Sprosse mit meist herzförmigen Blättern und unterirdisch stärkeführende Knollen

bilden (siehe Abb. 1). Die Ausbildung von Knollen begründet auch die Wichtig-

keit der Pflanze. In vielen tropischen Ländern, vor allem in Westafrika, aber auch

in Mittel- und Südamerika und in der Karibik, stellen Yams ein wichtiges Grund-

nahrungsmittel dar, ähnlich der Kartoffel (Solanum tuberosum) in unseren Brei-

ten. Landwirtschaftliche Bedeutung haben unter anderem Dioscorea cayenensis,

Dioscorea rotundata, Dioscorea alata und Dioscorea bulbifera, wobei letztere auch

stärkehaltige Luftknollen entwickelt (Esdorn und Pirson, 1973).

Eine weitere Bedeutung der Yamspflanze liegt darin, daß die Knollen mancher

Arten (etwa Dioscorea deltoidea und Dioscorea floribunda) Diosgenin enthalten, ein

Steroidsapogenin, welches als Ausgangsstoff für die Partialsynthese von Sexualhor-

monen und Corticosteroiden dient (Heß, 1992).

So groß die landwirtschaftliche Bedeutung der Yamspflanze ist, so groß sind auch

die Schwierigkeiten, die sich bei ihrer Kultivierung ergeben, was zu zahlreichen For-

schungsarbeiten geführt hat, die sich dieses Problems annehmen. Die Problematik

der Vermehrung von Yams besteht einmal darin, daß eine züchterische Verbesse-

Abbildung 1: Yamspflanze in Glashauskultur (links) und verschiedene Knollenarten (rechts).
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rung schwierig ist, weil es kaum zur Bildung von Blüten und keimfähigen Samen

kommt (Van Staden und Fowlds, 1992). Bei der in der Landwirtschaft üblichen

vegetativen Vermehrung durch Saatknollen wird nicht nur der Ertrag vermindert,

sondern es werden auf diesem Weg auch virale Pflanzenkrankheiten (Mosaikkrank-

heit) und Pilzerkrankungen weitergegeben (Brücher, 1977). Hier ist die Problematik

ganz ähnlich wie bei der Kartoffel gelegen, und ebenso wie dort versucht man den

Problemen unter anderem mit Hilfe der Biotechnologie beizukommen. Schon 1960

wurden erste Untersuchungen angestellt, die zeigten, daß die Technik der Gewebe-

kultur eine Möglichkeit darstellt, pathogenfreie Pflanzen zu erhalten (Heß, 1992).

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Mikrovermehrung von Yams über

Nodienkultur und über in vitro - Bildung von Mikroknollen. Diese Techniken bie-

ten eine Reihe von Vorteilen: Mittels Nodienkulturen können virusfreie, einheitli-

che Jungpflanzen in großer Zahl produziert werden, und Mikroknollen bilden leicht

transportierbares, unproblematisches Saatgut, welches ohne langwierige Abhärtung

gleich ins Glashaus ausgepflanzt werden kann und eine gute Keimrate aufweist. Auch

der Versand von Mikroknollen gestaltet sich unkompliziert (Van Staden und Fowlds,

1992).

In dieser Arbeit sollte versucht werden, geeignete Nährmedien zur Mikrovermeh-

rung von Yams zu finden, wobei auf bisherigen Arbeiten aufgebaut wurde (Reich-

hart, 2005). Ausgegangen wurde aus Gründen der Vergleichbarkeit von den fol-

genden drei Dioscorea Arten: D.cayenensis, D. cayenensis x rotundata (Dioscorea-

Intermediat) und D. mangenotiana 2938.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

In Fortsetzung der Vorgängerarbeiten wurden die drei Dioscorea-Klone D. cayenen-

sis 01, Dioscorea-Intermediat (D. cayenensis x rotundata) und D. mangenotiana 2938

verwendet. Die beiden erstgenannten Klone stammen ursprünglich aus Jamaica, D.

mangenotiana stammt aus Nigeria (Reichhart 2005).

Die Versuche zur Vermehrung über Nodienkultur wurden mit allen drei Klonen,

die Versuche zur Vermehrung über Mikroknollen mit D. cayenensis 01 durchgeführt,

da hier das meiste Pflanzenmaterial vorhanden war.

Für die Versuche wurden die Sprosse der Pflanzen unter sterilen Bedingungen

zerteilt, und zwar so, daß die daraus entstehenden Explantate ein oder zwei Nodien

aufwiesen und etwa 1 cm lang waren (siehe Abb. 2).

Die verwendeten Kulturen waren vor Versuchsbeginn mehrere Monate auf wuchs-

stoffreiem Medium gewachsen.

2.2 Nährmedien

Für die Etablierung der Nodienkulturen wurden in der vorliegenden Arbeit die

Wuchsstoffe 6-Benzylaminopurin (BAP) und α-Naphthylessigsäure (NAA) in ver-

Abbildung 2: Frisch passagierte Nodienkultur von D. cayenensis 01.
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Medium BAP NAA Medium BAP NAA

[µM] [µM] [µM] [µM]

1 0 0 9 5 0

2 0 2,5 10 5 2,5

3 0 5 11 5 5

4 0 10 12 5 10

5 2,5 0 13 10 0

6 2,5 2,5 14 10 2,5

7 2,5 5 15 10 5

8 2,5 10 16 10 10

Tabelle 1: Kombination der Wuchsstoffe für die Nodienkulturen

schiedenen Konzentrationen kombiniert, woraus sich 16 Medien ergaben (siehe Ta-

belle 1).

Für die Versuche zur Induktion von Mikroknollen des Klons D.cayenensis 01

wurden Nährmedien gewählt, die NAA und Saccharose in unterschiedlichen Kon-

zentrationen enthielten. Daraus ergaben sich 10 Kombinationen (siehe Tabelle 2,

Seite 5).

Die von Murashige und Skoog entwickelte MS-Rezeptur wurde generell als Ba-

sismedium verwendet (Murashige und Skoog, 1962).

Die Nährmedien wurden auf folgende Weise zubereitet: Die benötigte Menge

Gelrite R© wurde in Wasser gelöst. Die Stammlösungen der Makroelemente, Vitami-

ne, Spurenelemente wurden gemischt, danach wurden Saccharose und Myo-Inositol

beigegeben. Dieser Mischung wurde die Gelrite R©-Lösung hinzugefügt. Mit destillier-

tem Wasser wurde auf das gewünschte Endvolumen aufgefüllt. Die Stammlösungen

der Wuchsstoffe BAP und NAA wurden zuletzt beigegeben. Mittels Zugabe von

verdünnter Natronlauge oder Salzsäure wurde der pH-Wert eigestellt (5,6-5,8). Das

fertige Medium wurde anschließend in die Hipp-Gläser (Kulturgefäße) abgefüllt, da-

nach erfolgte zwanzigminütige Autoklavierung bei 1 bar Überdruck und 121 Grad

Celsius.
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Medium NAA [µM] Saccharose [Prozent]

M1 2,5 3

M2 2,5 5

M3 2,5 7

M4 2,5 9

M5 2,5 11

M6 5,0 3

M7 5,0 5

M8 5,0 7

M9 5,0 9

M10 5,0 11

Tabelle 2: Mikroknollen: Kombination von NAA und Saccharose

2.3 Kulturbedingungen

Für die Versuche wurden Babynahrungsgläser der Firma HIPP als Kulturgefäße

verwendet. Die Höhe der Gläser betrug einheitlich 125 mm. In jedes Glas wurden

40ml Nährmedium eingefüllt; verschlossen wurden die Gefäße mit einem Kunststoff-

deckel (MAGENTA B-CAP R©). Pro Medium wurden 5 Gläser mit je 4 Explantaten

angelegt. Somit standen pro Versuch 20 Explantate zur Verfügung.

Die Versuchsdauer betrug jeweils acht Wochen: Reichhart hatte die Versuche

über 7 Wochen geführt und eine Verlängerung der Versuchsdauer empfohlen (Reich-

hart, 2005).

In den für die Versuche genutzten Klimakammern herrschten eine Temperatur

von 25±1◦C und eine relative Luftfeuchtigkeit von 50% . Das notwendige Licht

kam von SYLVANIA GROLUX-Lampen, die Lichtstärke betrug 45µMm−2s−1. Der

Großteil der Explantate wurde einem 16 Stunden- Tag ausgesetzt. Bei den Versuchen

zu den Mikroknollen erhielt ein Teil der Explantate 8 Stunden Licht, um den Einfluß

der Lichtdauer zu untersuchen.
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2.4 Kulturauswertung

Die Nodienkulturen wurden über die acht Wochen Versuchsdauer beobachtet und

die mit freiem Auge sichtbare Entwicklung der Pflanzen wurde notiert. Nach Be-

endigung der Versuche wurden die Pflanzen einer genauen Auswertung unterzogen,

indem sie aus den Gläsern genommen, teilweise zerlegt und mittels Millimeterpa-

pier abgemessen wurden. Die Anzahl der Sprosse und die Anzahl an neuen Nodien

wurden abgezählt. Auch wurde der Prozentsatz jener Explantate, die Kallus, Wur-

zeln oder Mikroknollen aufwiesen, festgestellt. Die Anzahl an Medien, die Browning

aufwiesen, wurde ebenfalls festgehalten. Folgende Parameter wurden ausgewertet:

(1) Anzahl der Sprosse pro Explantat: Die Anzahl der Haupt- und Seitensprosse,

die pro Explantat gebildet wurden.

(2) Sprosslänge / Explantat: Der Durchschnitt der Summen der Sprosslängen

(Haupt- und Seitensprosse) , die pro Explantat gebildet wurden. Die Länge

wurde immer vom untersten bis zum obersten Nodium gemessen.

(3) Die durchschnittliche Sprosslänge: Eine Rechengröße, die sich aus 1. und 2.

ergibt (Die Summe der Sprosslängen pro Explantat wird dividiert durch die

Sprossanzahl pro Explantat, wodurch sich die durchschnittliche Länge der ge-

bildeten Sprosse ergibt).

(4) Neue Nodien / Explantat: Die Anzahl der neu gebildeten Nodien pro Explan-

tat.

(5) Anzahl der Nodien pro Explantat, aus denen neue Explantate gewonnen wer-

den: In den Tabellen: Verwertbare Nodien

(6) Kallusbildung: Häufigkeit der Kallusbildung an den Explantaten (%)

(7) Wurzeln: Anzahl der Explantate, die Wurzeln bildeten (%)

(8) Mikroknollen: Anzahl der Explantate, die Mikroknollen bildeten (%)
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(9) Browning: Häufigkeit des Vorkommens von braunen Verfärbungen des Nährmediums

(%)

Bei den Versuchen zur Mikroknollenbildung gab es zwei auszuwertende Parame-

ter:

(1) Anzahl der gebildeten Mikroknollen pro Explantat

(2) Das Gewicht der gebildeten Mikroknollen pro Explantat (mg)

Die Datenauswertung erfolgte mittels einer mehrfaktiorellen Varianzanalyse mit

anschließendem Duncan´s Multiple Range Test. Für die Berechnungen wurde die

Software STATISTICA R©, Version 6.1. von StatSoft Inc., USA, verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Vermehrung über Nodienkultur

3.1.1 D.mangenotiana

Drei Wochen nach Anlage der Nodienkulturen konnten bei D.mangenotiana einer-

seits sehr gut entwickelte Explantate mit großen, kräftigen Blättern und dichten,

feinen Wurzeln beobachtet werden, andererseits fielen Exemplare auf, bei denen die

Sproß- und Blattbildung schwach ausgeprägt war und die nur wenige Wurzeln auf-

wiesen. Dieser Trend setzte sich bis zum Versuchsende nach acht Wochen fort (siehe

Abbildung 3).

Ein Blick auf die in den Medien verwendeten BAP- und -NAA Konzentratio-

nen zeigte, daß sich jene Explantate, die keinerlei Wuchsstoffen oder nur niedrigen

a) b)

c) d)

Abbildung 3: Einfluss von BAP und NAA auf die Nodienkulturen von D. mangenotiana nach
8 Wochen. a) 0/0 (Vergleich) b) 2.5/0 (zweitbestes Medium ) c) 0/5 (bestes Medium) d) 10/10
(ungünstiges Medium). Angaben in µM ( BAP/NAA).
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Medium BAP NAA Sprosse Sprosse Neue Nodien Verwertbare Nodien

[µM] [µM] [Anzahl] [cm] [Anzahl] [Anzahl]

1 0 0 1,10 ±0,1 12,88 ±1,4 1,85 ±0,3 1,30 ±0,2

2 0 2,5 1,05 ±0,1 13,10 ±2,2 1,90 ±0,3 1,55 ±0,3

3 0 5 1,30 ±0,1 15,48 ±1,9 2,55 ±0,4 2,05 ±0,3

4 0 10 1,00 ±0,1 10,57 ±1,4 1,85 ±0,2 1,20 ±0,2

5 2,5 0 1,65 ±0,2 7,86 ±1,4 2,45 ±0,4 1,65 ±0,3

6 2,5 2,5 1,45 ±0,2 6,90 ±0,9 2,85 ±0,3 1,25 ±0,3

7 2,5 5 1,50 ±0,3 6,21 ±1,0 2,65 ±0,5 0,90 ±0,3

8 2,5 10 1,30 ±0,2 7,28 ±1,4 2,40 ±0,5 0,85 ±0,3

9 5 0 1,15 ±0,2 6,35 ±0,9 1,55 ±0,2 0,85 ±0,2

10 5 2,5 0,75 ±0,2 3,15 ±0,9 1,15 ±0,3 0,25 ±0,1

11 5 5 1,25 ±0,3 4,96 ±0,9 1,65 ±0,3 0,75 ±0,2

12 5 10 0,90 ±0,1 3,82 ±0,7 1,30 ±0,2 0,25 ±0,1

13 10 0 1,35 ±0,2 6,83 ±1,5 1,80 ±0,4 0,95 ±0,3

14 10 2,5 1,00 ±0,2 4,35 ±0,9 1,45 ±0,3 0,40 ±0,2

15 10 5 0,65 ±0,2 3,28 ±0,8 1,15 ±0,4 0,25 ±0,2

16 10 10 0,75 ±0,2 2,60 ±0,9 1,00 ±0,3 0,20 ±0,1

Tabelle 3: Einfluss von BAP und NAA auf Sprossanzahl, Sprosslänge, Anzahl neuer Nodien und
Anzahl verwertbarer Nodien in Nodienkulturen von Dioscorea mangenotiana (n=20, Mittelwert ±
Standardfehler).

NAA-Konzentrationen ausgesetzt waren, am besten entwickelt hatten. Die Konzen-

trationen 0/0, 0/2,5 und 0/5 (im folgenden immer BAP/NAA, Angaben immer in

µM) beeinflußten die Nodienkulturen von D.mangenotiana hinsichtlich des Habitus

am günstigsten.

Der besseren Übersichtlichkeit halber sind die Ergebnisse bezüglich Sproß- und

Nodienbildung in zwei Tabellen dargestellt: Tabelle 3 listet die reinen Zahlenwerte

mit Standardfehler auf, während Tabelle 4 (Seite 11) die Ergebnisse der Varianz-

analyse darstellt.

Die eher schwach entwickelten Explantate waren auf jenen Medien zu finden, die

BAP und NAA in höheren Konzentrationen enthielten, etwa 5/10 und 10/10 (siehe

auch Tabelle 3 und Tabelle 5, Seite 12).
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Medium BAP NAA Sprosse Sprosse Neue Nodien Verwertbare Nodien

[µM] [µM] [Anzahl] [cm] [Anzahl] [Anzahl]

1 0 0 1,10abcd 12,88ef 1,85abcde 1,30bcd

2 0 2,5 1,05abcd 13,10ef 1,90abcde 1,55cde

3 0 5 1,30bcd 15,48f 2,55cde 2,05e

4 0 10 1,00abc 10,57de 1,85abcde 1,20bcd

5 2,5 0 1,65d 7,86cd 2,45bcde 1,65de

6 2,5 2,5 1,45cd 6,90bcd 2,85e 1,25bcd

7 2,5 5 1,50cd 6,21abc 2,65de 0,90abc

8 2,5 10 1,30bcd 7,28bcd 2,40bcde 0,85abc

9 5 0 1,15abcd 6,35bcd 1,55abcd 0,85abc

10 5 2,5 0,75ab 3,15ab 1,15a 0,25a

11 5 5 1,25abcd 4,96abc 1,65abcd 0,75ab

12 5 10 0,90abc 3,82abc 1,30ab 0,25a

13 10 0 1,35bcd 6,83bcd 1,80abcde 0,95abcd

14 10 2,5 1,00abc 4,35abc 1,45abc 0,40a

15 10 5 0,65a 3,28ab 1,15a 0,25a

16 10 10 0,75ab 2,60a 1,00a 0,20a

Tabelle 4: Varianzanalyse des Einflusses von BAP und NAA auf die durchschnittliche Spross-
bildung, Sprosslänge, Anzahl neuer Nodien und Anzahl verwertbarer Nodien pro Explantat in
Nodienkulturen von Dioscorea mangenotiana. Werte mit gleichen Kleinbuchstaben unterscheiden
sich nicht signifikant voneinander (p ≤ 0.05, n=20).

Die genaue Auswertung von Sprosszahl, Sprosslänge sowie Anzahl der neuen und

verwertbaren Nodien ergab nun folgendes Bild: Bei der Entwicklung der Sprosse zeig-

te sich, daß hohe BAP-Konzentrationen im Verein mit hohen NAA-Konzentrationen

– analog der optischen Beobachtungen – negative Auswirkungen auf die Zahl und

Länge der Sprosse hatten (etwa die Konzentrationen 5/10, 10/5, 10/10, aber auch

5/2,5). Es entstanden wenige und kurze Sprosse, die dementsprechend kaum Nodien

trugen. Die Verwendung von höheren BAP-Konzentrationen alleine ergab ein weit

besseres, im Mittelfeld liegendes Ergebnis (5/0; 10/0), wobei NAA alleine nochein-

mal deutlich besser abschnitt und die Konzentration 0/5 überhaupt die besten Wer-

te lieferte. Auch war zu sehen, daß bei Verzicht auf jegliche Wuchsstoffzugabe zum

MS-Medium ebenfalls sehr gute Ergebnisse bezüglich Sprosszahl und -elongation
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Medium BAP NAA Kallus Wurzeln Mikroknollen Browning

[µM] [µM] [%] [%] [%] [%]

1 0 0 0 100 0 0

2 0 2,5 45 85 0 0

3 0 5 70 90 10 0

4 0 10 70 100 15 0

5 2,5 0 0 10 15 0

6 2,5 2,5 20 25 25 10

7 2,5 5 40 30 65 30

8 2,5 10 20 30 70 65

9 5 0 0 0 80 20

10 5 2,5 25 5 75 50

11 5 5 40 20 70 45

12 5 10 35 10 45 50

13 10 0 0 0 45 40

14 10 2,5 30 10 70 60

15 10 5 30 5 65 55

16 10 10 10 5 55 65

Tabelle 5: Einfluss von BAP und NAA auf Kallusbildung, Wurzelbildung, Mikroknollenbildung
und Browning in Nodienkulturen von Dioscorea mangenotiana (n=20).

bei D.mangenotiana erreicht wurden. Dieses Ergebnis gilt auch für Bildung neu-

er Nodien. Die Konzentrationen 0/0, 0/2,5, 2,5/0 und 0/5 lieferten hier die besten

Werte. Die größte Zahl an zur Vermehrung verwendbaren neuen Nodien lieferte die

Konzentration 0/5.

Interessant ist, daß sich das Dioscorea-Intermediat ganz anders verhielt – hier

wurden mit 0/5 die wenigsten Nodien für die Weitervermehrung erhalten, wie später

noch ausgeführt werden wird.

Ohne Wuchsstoffe entwickelten sich kräftige, gut bewurzelte Pflanzen mit großen

Blättern und langen Sprossen, die viele für die Vermehrung brauchbare Nodien lie-

ferten (Länge der Internodien mindestens 1 cm). Eine geringe BAP-Zugabe von 2,5

µM führte zwar zu erheblich kleineren Blättern und insgesamt kürzeren Sprossen,

dafür gab es aber mehr Seitensprosse, die viele neue und brauchbare Nodien liefer-
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ten. Mit einer NAA-Konzentration von 5 µM wurde bei D.mangenotiana das beste

Ergebnis erzielt: Die Pflanzen hatten eine schöne Wuchsform mit großen Blättern

und vielen feinen Wurzeln, und die langen Sprosse trugen viele für die Vermehrung

nutzbare Nodien. Das letzte Bild zeigt sehr schlecht entwickelte Exemplare, die für

die Vermehrung nicht nutzbar waren; hier war eine Wuchsstoffkonzentration von 10

µM BAP und 10 µM NAA verwendet worden.

Wie schon bei Reichhart festgestellt, bildete D.mangenotiana weiße Bakterien-

kolonien, die innerhalb von vier Wochen bei praktisch allen Kulturen unabhängig

vom jeweiligen Medium auftraten. Es handelte sich dabei wahrscheinlich um endo-

phytische Bakterien (Reichhart, 2005). Das Wachstum der Pflanzen wurde durch

diese Bakterien nicht beeinträchtigt.

Browning (oxidierte phenolische Verbindungen, die die Pflanze in den Gelbildner

abgibt, optisch sichtbar als braunschwarze Verfärbungen) zeigte sich bei allen Ex-

plantaten, die einer Wuchsstoffkonzentration ab 2,5/2,5 aufwärts ausgesetzt waren,

besonders stark aber bei den Konzentrationen 2,5/10 und 10/10.

Die Kallusbildung war bei den höheren NAA-Konzentrationen ohne BAP am

stärksten ausgeprägt, hier auffallend besonders die Konzentrationen 0/5 und 0/10,

wo es bei 70 Prozent der Explantate zur Kallusbildung kam.

Die Kombination von BAP und NAA zeigte bei der Bildung von Mikroknollen

günstige Effekte: Mit der Konzentration 5/2,5 etwa wurde eine Mikroknollenbildung

von 75 Prozent beobachtet. Das beste Ergebnis wurde hier aber mit 5/0 erreicht

(80% Mikroknollenbildung).

Für D.mangenotiana läßt sich zusammenfassend sagen, daß in Hinblick auf die

Vermehrung die besten Ergebnisse ohne jegliche Wuchsstoffzugabe bzw. mit nur

geringen Konzentrationen von NAA oder BAP erzielt werden konnten. Die signifi-

kanten Unterschiede sind allerdings gering. Bei der Anzahl der verwertbaren Nodien

wurde aber mit der Konzentration 0/5 das signifikant beste Ergebnis erreicht.
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3.1.2 Dioscorea-Intermediat

Auch bei den Nodienkulturen des Dioscorea-Intermediats ergab sich ein besonders

gutes Wachstum auf dem Medium ohne Wuchsstoffe (0/0) und auf den Medien

mit niedriger Wuchsstoffkonzentration. Vor allem die Explantate auf Medium 0/0

wiesen einen kräftigen Wuchs, viele große Blätter und dichte, feine Wurzeln auf

(siehe Abbildung 4).

Die genaue Auswertung nach Versuchsende zeigte jedoch, daß die Sprosse der

Explantate auf Medium 0/0 eher kurz und krumm gewachsen waren, und so konnten

daraus nur wenige Nodien für die Vermehrung gewonnen werden (siehe Tabelle 6,

Seite 15). Um für die Vermehrung nutzbar zu sein, mußte die Länge der Internodien

mindestens 1 cm betragen.

Der besseren Übersichtlichkeit halber sind die Ergebnisse bezüglich Sproß- und

a) b)

c) d)

Abbildung 4: Einfluss von BAP und NAA auf die Nodienkulturen von Dioscorea-Intermediat
nach 8 Wochen. a) 0/0 (Vergleich) b) 5/0 (zweitbestes Medium ) c) 2.5/0 (bestes Medium) d) 0/5
(ungünstiges Medium). Angaben in µM (BAP/NAA).
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Medium BAP NAA Sprosse Sprosse Neue Nodien Verwertbare Nodien

[µM] [µM] [Anzahl] [cm] [Anzahl] [Anzahl]

1 0 0 1,70 ±0,1 4,82 ±0,6 1,95 ±0,2 0,45 ±0,1

2 0 2,5 0,90 ±0,1 6,23 ±1,4 1,10 ±0,2 0,65 ±0,2

3 0 5 0,55 ±0,2 2,29 ±0,7 0,60 ±0,2 0,35 ±0,2

4 0 10 0,10 ±0,1 0,40 ±0,3 0,10 ±0,1 0,00 ±0,0

5 2,5 0 1,95 ±0,2 11,04 ±3,0 3,60 ±0,6 2,30 ±0,6

6 2,5 2,5 2,37 ±0,3 7,63 ±1,1 3,44 ±0,5 1,87 ±0,3

7 2,5 5 2,23 ±0,3 7,26 ±0,7 3,35 ±0,5 1,82 ±0,3

8 2,5 10 1,60 ±0,2 6,51 ±0,9 2,27 ±0,3 1,20 ±0,2

9 5 0 1,65 ±0,2 7,43 ±1,5 3,30 ±0,5 2,00 ±0,4

10 5 2,5 1,90 ±0,2 10,19 ±2,0 3,75 ±0,4 1,90 ±0,3

11 5 5 2,15 ±0,3 5,22 ±0,8 2,90 ±0,6 1,60 ±0,5

12 5 10 2,25 ±0,3 4,86 ±0,9 3,08 ±0,5 1,50 ±0,3

13 10 0 1,75 ±0,2 7,87±1,5 3,37 ±0,4 1,37 ±0,2

14 10 2,5 1,69 ±0,2 7,97 ±1,4 2,77 ±0,4 1,38 ±0,3

15 10 5 1,66 ±0,2 4,55 ±1,2 3,00 ±0,3 1,00 ±0,1

16 10 10 1,28 ±0,2 5,50 ±0,9 1,57 ±0,2 0,57 ±0,1

Tabelle 6: Einfluss von BAP und NAA auf Sprossanzahl, Sprosslänge, Anzahl neuer Nodien und
Anzahl verwertbarer Nodien in Nodienkulturen von Dioscorea-Intermediat (n=20, Mittelwert ±
Standardfehler).

Nodienbildung in zwei Tabellen dargestellt: Tabelle 6 listet die reinen Zahlenwerte

mit Standardfehler auf, während Tabelle 7 (Seite 16) die Ergebnisse der Varianz-

analyse darstellt.

Die Auswirkungen des wuchsstoffreien Mediums waren also beim Dioscorea-

Intermediat ganz andere als bei D.mangenotiana, wo Internodien produziert wur-

den, die sehr gut für die Weitervermehrung nutzbar waren.

Auch bei den anderen Medien konnten solche unterschiedlichen, je nach Species

verschiedenen Auswirkungen festgestellt werden. Vor allem in zwei Punkten gab

es große Unterschiede: Zum einen reagierte das Dioscorea-Intermediat weit positi-

ver auf die Wuchsstoffgaben als Dioscorea mangenotiana, zum anderen führte beim

Dioscorea-Intermediat die Gabe von NAA alleine zu schlechten Ergebnissen bei allen
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Medium BAP NAA Sprosse Sprosse Neue Nodien Verwertbare Nodien

[µM] [µM] [Anzahl] [cm] [Anzahl] [Anzahl]

1 0 0 1,70cde 4,82abc 1,95bcde 0,45abc

2 0 2,5 0,90abc 6,23bcd 1,10abc 0,65abcde

3 0 5 0,55ab 2,39ab 0,60ab 0,35ab

4 0 10 0,10a 0,40a 0,10a 0.00a

5 2,5 0 1,95de 11,04d 3,60ef 2,30f

6 2,5 2,5 2,37e 7,63bcd 3,44ef 1,87def

7 2,5 5 2.23e 7,26bcd 3,,35ef 1,82cdef

8 2,5 10 1,60cde 6,51bcd 2,27cdef 1,20abcdef

9 5 0 1,65cde 7,43bcd 3,30ef 2,00ef

10 5 2,5 1,90de 10,19cd 3,75f 1,90def

11 5 5 2,15de 5,22abc 2,90def 1,60bcdef

12 5 10 2,25e 4,86abc 3,08def 1,50bcdef

13 10 0 1,75cde 7,87bcd 3.37ef 1,37bcdef

14 10 2,5 1,69cde 7,97bcd 2,77def 1.38abcdef

15 10 5 1,66cde 4,55abc 3,00def 1,00abcdef

16 10 10 1,28bcd 5,50abcd 1,57abcd 0,57abcd

Tabelle 7: Varianzanalyse des Einflusses von BAP und NAA auf die durchschnittliche Sprossbil-
dung, Sprosslänge, Anzahl neuer Nodien und Anzahl verwertbarer Nodien pro Explantat in Nodien-
kulturen von Dioscorea-Intermediat. Werte mit gleichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander (p ≤ 0.05, n=20).

vier Parametern (Sprosszahl, Sprosslänge, Zahl der neuen und verwertbaren Nodi-

en).

Im Detail ergab die genaue Auswertung folgendes für das Dioscorea-Intermediat:

Durch geringe bis mittelhohe Gaben von BAP und NAA (etwa 2,5/2,5, 5/2,5, 2,5/5)

wurden weit mehr Nodien erhalten als ohne Wuchsstoffe, wobei es zweitrangig war,

ob BAP oder NAA im Überschuß vorlag (siehe Tabelle 7).

Aber auch hohe kombinierte Wuchsstoffgaben wie etwa 5/10 oder 10/10 wur-

den besser vertragen als von D.mangenotiana. Die Gabe von NAA alleine (0/2,5,

0/5, 0/10) führte allerdings beim Dioscorea-Intermediat zu schlechten Ergebnissen

mit wenigen Sprossen, geringem Längenwachstum der Sprosse und dementsprechend

kaum Nodien. Bei D.mangenotiana zeigte sich das genau gegenteilige Bild. Mit



3.1 Vermehrung über Nodienkultur 17

NAA–Gaben alleine wurden dort sehr gute Ergebnisse erzielt. Beim Dioscorea-

Intermediat wirkten sich die Medien, die BAP unkombiniert in hoher Konzentration

enthielten (5/0, 10/0), in Sprosszahl und -länge und in der Zahl der neuen Nodien

weit besser aus.

Am besten schnitten beim Dioscorea-Intermediat jene Medien ab, die BAP und

NAA kombiniert in mittlerer Konzentration enthielten bzw. BAP alleine in niedriger

bis mittlerer Konzentration. Die meisten Sprosse ergaben sich mit den Konzentratio-

nen 2,5/2,5, 2,5/5 und 5/10. Das Längenwachstum wurde durch die Konzentrationen

2,5/0 und 5/2,5 am besten gefördert. Die meisten Nodien wurden mit 2,5/0, 2,5/2,5

und 5/2,5 erzielt und die größte Zahl der zur Vermehrung brauchbaren Nodien wurde

mit 2,5/0, 5/0 und 5/2,5 erhalten.

Die Kallusbildung wurde durch höhere NAA-Konzentrationen gefördert und war

bei den Medien, in denen nur BAP vorhanden war, kaum vorhanden (siehe Tabelle

8, Seite 18).

Bei der Wurzelbildung reagierten die Explantate erwartungsgemäß - mit steigen-

der NAA-Konzentration stieg meist auch die Wurzelbildung; mit steigender BAP

Konzentration sank sie, wobei auch hier wieder mit 0/0, d.h. ohne Wuchsstoffe, eine

sehr gute Wurzelbildung von 90 Prozent erreicht wurde.

Browning zeigte sich wie bei D.mangenotiana bei Konzentrationen ab 2,5/2,5;

besonders stark trat es bei 10 µM BAP (10/0) auf.

Die meisten Mikroknollen bildeten sich beim Dioscorea-Intermediat mit 10 µM

BAP (10/0), aber auch mit 0/2,5.



18 3 Ergebnisse

Medium BAP NAA Kallus Wurzeln Mikroknollen Browning

[µM] [µM] [%] [%] [%] [%]

1 0 0 0 90 35 10

2 0 2,5 65 100 100 0

3 0 5 70 100 80 0

4 0 10 80 70 45 0

5 2,5 0 0 15 75 0

6 2,5 2,5 40 95 85 80

7 2,5 5 80 75 75 70

8 2,5 10 100 80 65 65

9 5 0 0 0 70 40

10 5 2,5 85 50 65 85

11 5 5 70 20 45 70

12 5 10 95 35 70 60

13 10 0 5 5 100 80

14 10 2,5 75 15 100 100

15 10 5 100 5 100 100

16 10 10 50 0 90 100

Tabelle 8: Einfluss von BAP und NAA auf Kallusbildung, Wurzelbildung, Mikroknollenbildung
und Browning in Nodienkulturen von Dioscorea- Intermediat (n=20).
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3.1.3 D. cayenensis

Bereits nach zwei Wochen machten die Explantate auf wuchsstoffreiem Medium

optisch den besten Eindruck; hier gab es die größten Blätter, kräftige Sprosse und

feine, dichte Wurzeln (siehe Abbildung 5).

Die Sprosse erreichten auf wuchsstoffreiem Medium eine beträchtliche durch-

schnittliche Länge von 10,3 cm (bedeutend mehr als beim Dioscorea-Intermediat

mit nur 4,8 cm und etwas weniger als bei D. mangenotiana mit 12,9 cm). Doch auch

hier waren die Sprosse – wie beim Dioscorea-Intermediat – eher krumm gewachsen

und lieferten nur wenige für die Vermehrung nutzbare Nodien (siehe Tabelle 9, Seite

20).

Der besseren Übersichtlichkeit halber sind die Ergebnisse bezüglich Sproß- und

Nodienbildung in zwei Tabellen dargestellt: Tabelle 9 listet die reinen Zahlenwerte

a) b)

c) d)

Abbildung 5: Einfluss von BAP und NAA auf die Nodienkulturen von D. cayenensis nach 8
Wochen. a) 0/0 (Vergleich) b) 5/2.5 (zweitbestes Medium) c) 2.5/0 (bestes Medium) d) 10/10
(ungünstiges Medium). Angaben in µM (BAP/NAA).
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Medium BAP NAA Sprosse Sprosse Neue Nodien Verwertbare Nodien

[µM] [µM] [Anzahl] [cm] [Anzahl] [Anzahl]

1 0 0 1,25 ±0,1 10,30 ±1,7 1,60 ±0,2 0,85 ±0,2

2 0 2,5 1,10 ±0,1 18,02 ±2,5 1,85 ±0,3 1,50 ±0,2

3 0 5 0,60 ±0,2 11,92 ±3,9 1,25 ±0,3 0,90 ±0,3

4 0 10 0,75 ±0,2 8,82 ±2,2 1,20 ±0,2 0,65 ±0,2

5 2,5 0 2,37 ±0,2 8,93 ±1,0 3,84 ±0,4 2,37 ±0,4

6 2,5 2,5 1,50 ±0,1 9,42 ±1,1 2,00 ±0,2 0,94 ±0,2

7 2,5 5 1,73 ±0,2 9,07 ±1,0 2,60 ±0,4 1,20 ±0,2

8 2,5 10 1,53 ±0,2 11,53 ±1,2 2,00 ±0,3 1,26 ±0,2

9 5 0 2,33 ±0,3 7,91 ±1,1 3,94 ±0,5 2,16 ±0,4

10 5 2,5 1,81 ±0,2 8,79 ±1,1 2,69 ±0,4 1,37 ±0,2

11 5 5 1,42 ±0,2 9,75 ±2,0 1,92 ±0,3 0,83 ±0,2

12 5 10 1,20 ±0,1 8,20 ±1,6 1,40 ±0,2 0,40 ±0,1

13 10 0 2,22 ±0,2 8,07 ±0,8 3,28 ±0,4 1,11 ±0,2

14 10 2,5 2,23 ±0,3 7,19 ±1,0 3,23 ±0,4 0,82 ±0,2

15 10 5 1,57 ±0,2 9,99 ±1,3 2,78 ±0,4 0,92 ±0,2

16 10 10 1,50 ±0,2 4,69 ±0,7 1,75 ±0,2 0,16 ±0,1

Tabelle 9: Einfluss von BAP und NAA auf Sprossanzahl, Sprosslänge, Anzahl neuer Nodien und
Anzahl verwertbarer Nodien in Nodienkulturen von Dioscorea cayenensis (n=20, Mittelwert ±
Standardfehler).

mit Standardfehler auf, während Tabelle 10 (Seite 21) die Ergebnisse der Varianz-

analyse darstellt.

Zum Vergleich: Auf wuchsstoffreiem Medium lieferte D. cayenensis durchschnitt-

lich 0,85 brauchbare Nodien, das Dioscorea-Intermediat 0,45 und D. mangenotiana

1,30 Nodien.

Nach der dritten Versuchswoche fielen vor allem die Explantate auf dem Medium

mit der Konzentration 2,5 BAP/2,5 NAA auf. Sie waren nach drei Wochen besonders

gut entwickelt und wiesen viele große Blätter und kräftige Wurzeln auf, hatten also

gegenüber dem wuchsstoffreien Medium aufgeholt.

Nach acht Wochen Versuchsdauer zeigte sich folgendes Bild: Die Explantate auf

dem Medium 2,5/2,5 wiesen nach wie vor die größten Blätter und einen kräftigen
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Medium BAP NAA Sprosse Sprosse Neue Nodien Verwertbare Nodien

[µM] [µM] [Anzahl] [cm] [Anzahl] [Anzahl]

1 0 0 1,25bcd 10,30ab 1,60ab 0,85abc

2 0 2,5 1,10abc 18,02c 1,85abc 1,50cd

3 0 5 0,60a 11,92b 1,25a 0,90abc

4 0 10 0,75ab 8,82ab 1,20a 0,65abc

5 2,5 0 2,37f 8,93ab 3,84e 2,37e

6 2,5 2,5 1,50cd 9,42ab 2,00abc 0,94abc

7 2,5 5 1,73cde 9,07ab 2,60bcd 1,20bc

8 2,5 10 1,53cd 11,53ab 2,00abc 1,26bc

9 5 0 2,33ef 7,91ab 3,94e 2,16de

10 5 2,5 1,81def 8,79ab 2,69bcd 1,37cd

11 5 5 1,42cd 9,75ab 1,92abc 0,83abc

12 5 10 1,20bcd 8,20ab 1,40a 0,40ab

13 10 0 2,22ef 8,07ab 3,28de 1,11bc

14 10 2,5 2,23ef 7,19ab 3,23de 0,82abc

15 10 5 1,57cd 9,99ab 2,78cd 0,92abc

16 10 10 1,50cd 4,69a 1,75abc 0,16a

Tabelle 10: Varianzanalyse des Einflusses von BAP und NAA auf die durchschnittliche Spross-
bildung, Sprosslänge, Anzahl neuer Nodien und Anzahl verwertbarer Nodien pro Explantat in
Nodienkulturen von Dioscorea cayenensis. Werte mit gleichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich
nicht signifikant voneinander (p ≤ 0.05, n=20).

Wuchs auf, aber es kam kaum zu Sproßverzweigungen. Mit BAP in der Konzen-

tration 2,5 alleine, d.h. ohne NAA, kam es zu kleineren Blättern, aber weit mehr

Sproßverzweigungen und damit vielen neuen Nodien. Bei jenen Medien, in denen

NAA erhöht vorlag, etwa 2,5/5 und 2,5/10, war starkes Browning zu beobachten.

Auch eine Erhöhung der BAP-Konzentration (Medium 5/10) führte zu keinem bes-

seren Ergebnis. Am schlechtesten wirkte sich die Kombination hoher BAP- und

NAA-Gaben aus: Mit der Konzentration 10/10 wurden kaum Wurzeln und nur

kümmerliche Sprosse gebildet.

Wurde BAP alleine in hoher Konzentration verwendet (10/0), kam es zu guten

Ergebnissen in der Sproßbildung. Es bildeten sich viele kürzere Sprosse, die viele neue

Nodien trugen. Es zeigte sich, daß lange Sprosse in Hinblick auf die Vermehrung
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durch Nodienkulturen weniger wichtig waren: Viele kürzere Sprosse lieferten weit

mehr brauchbare Nodien als wenige lange Sprosse (z.B. Medium 0/5).

Wie beim Dioscorea-Intermediat – und im Gegensatz zu D.mangenotiana – wirk-

ten sich auch bei D. cayenensis höhere NAA-Konzentrationen alleine negativ aus:

Die Konzentrationen 0/5 und 0/10 führten bei den Parametern Sproßzahl, neue und

verwertbare Nodien zu schlechteren Resultaten.

Die besten Ergebnisse lieferten Medien, die BAP ohne NAA enthielten. Die Me-

dien 2,5/0 und 5/0 führten bei der Anzahl der Sprosse, der Anzahl der neuen und

für die Vermehrung verwertbaren Nodien zu guten Ergebnissen.

Zusammenfassend läßt sich sagen, daß die Species D. cayenensis auf die Wuchss-

toffe ähnlich reagierte wie das Dioscorea-Intermediat.

Mit steigender NAA-Konzentration bildeten sich dickere, weiß behaarte Wurzeln.

Starkes Browning war bereits ab der dritten Versuchswoche auf allen Medien ab der

Wuchsstoffkonzentration 2,5 BAP/2,5 NAA zu beobachten. Die Entwicklung der

Explantate wurde dadurch nicht gestört.

Bei den Explantaten, die hohen NAA–Konzentrationen ohne BAP ausgesetzt

waren ( z.B. 0/10), kam es zur Ausbildung dicker, weißer Wurzeln und teilweise zu

starkem Browning, und es gab Probleme bei der Sproßausbildung. Auch gab es nur

wenige, schwach entwickelte Blätter.

Hohe NAA-Konzentrationen förderten auch die Kallusbildung bei D. cayenensis.

Lag BAP im Überschuß vor, wurde kaum Kallus beobachtet (z.B Konzentrationen

5/0; 10/2,5).

Auch bei der Bildung von Mikroknollen war ein NAA-Überschuß im Medium der

Knollenbildung förderlich (z.B. Konzentrationen 0/5, 2,5/5, siehe Tabelle 11, Seite

23).
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Medium BAP NAA Kallus Wurzeln Mikroknollen Browning

[µM] [µM] [%] [%] [%] [%]

1 0 0 0 100 60 35

2 0 2,5 40 100 80 35

3 0 5 60 95 80 25

4 0 10 70 100 75 85

5 2,5 0 15 35 70 80

6 2,5 2,5 25 90 70 95

7 2,5 5 50 85 85 100

8 2,5 10 75 85 75 90

9 5 0 0 20 45 85

10 5 2,5 15 65 70 100

11 5 5 65 65 80 100

12 5 10 80 55 45 100

13 10 0 10 5 10 85

14 10 2,5 5 65 50 100

15 10 5 55 55 70 100

16 10 10 45 75 60 100

Tabelle 11: Einfluss von BAP und NAA auf Kallusbildung, Wurzelbildung, Mikroknollenbildung
und Browning in Nodienkulturen von Dioscorea cayenensis (n=20).
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3.2 Vermehrung von D. cayenensis über Mikroknollen

Mikroknollen bieten viele Vorteile bei der in vitro-Vermehrung von Yams. Sie sind

leicht zu transportieren und zu verschicken und können ohne vorhergehende Abhärt-

ungsphase im Glashaus ausgepflanzt werden. Die Keimraten sind meist gut, so daß

die Induzierung von Mikroknollen eine gute Möglichkeit zur Vermehrung von Yams-

Arten bietet (Van Staden und Fowlds, 1992).

Unsere Versuche zur Bildung von Mikroknollen wurden mit Nodienkulturen von

D. cayenensis 01 durchgeführt. Diese Nodienkulturen wurden zwei verschiedenen

NAA-Konzentrationen (2,5 und 5 µM) ausgesetzt. Weiters wurde mit unterschiedli-

chen Photoperioden (8 und 16 Stunden) und fünf verschiedenen Saccharosekonzen-

trationen (3, 5, 7, 9, 11 Prozent) gearbeitet (siehe auch Tabelle 2 auf Seite 5).

Bei Versuchsende nach 8 Wochen wurden zwei Parameter ausgewertet, nämlich

Anzahl und Gewicht (mg) der gebildeten Mikroknollen (siehe Abbildung 6).

Die Morphologie der gebildeten Mikroknollen war teilweise sehr unterschiedlich

und die Knollen waren oft von feinen Wurzeln bedeckt.

3.2.1 Einfluss der Saccharosekonzentration unter Berücksichtigung der

Wuchsstoff- und Lichtverhältnisse

Unter allen Bedingungen wurden vergleichbar wenig Mikroknollen gebildet, nur die

Explantate auf dem Medium mit 9 Prozent Saccharose und 5 µM NAA (16 Stunden

Abbildung 6: Mikroknollenbildung bei D. cayenensis.
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NAA Licht Saccharose Mikroknollen Mikroknollen

[µM] [Stunden] [%] [Anzahl ± SE] [mg ± SE]

2,5 8 3 1,0a ± 0,1 29,7a ± 5,1

2,5 8 5 1,1a ± 0,1 31,8a ± 3,1

2,5 8 7 1,2a ± 0,1 57,3a ± 7,0

2,5 8 9 1,1a ± 0,1 92,7b ± 11,2

2,5 8 11 1,1a ± 0,1 94,8b ± 9,7

5 8 3 1,0a ± 0,1 61,0a ± 18

5 8 5 1,0a ± 0,1 47,9a ± 5,1

5 8 7 1,1a ± 0,1 56,5a ± 8,1

5 8 9 1,1a ± 0,1 65,9ab ± 6,3

5 8 11 1,2a ± 0,1 76,0ab ± 9,5

2,5 16 3 1,0a ± 0,1 32,2a ± 4,1

2,5 16 5 1,1a ± 0,1 45,3a ± 5,2

2,5 16 7 1,3ab ± 0,1 87,1b ± 12,5

2,5 16 9 1,3ab ± 0,1 90,9b ± 11,0

2,5 16 11 1,1a ± 0,1 99,8b ± 13,7

5 16 3 1,0a ± 0,1 67,1ab ± 11,3

5 16 5 1,0a ± 0,1 70,7ab ± 6,1

5 16 7 1,2a ± 0,1 67,2ab ± 6,5

5 16 9 1,4b ± 0,1 80,6ab ± 11,9

5 16 11 1,0a ± 0,1 97,2b ± 13,6

Tabelle 12: Varianzanalyse des Einflusses der Saccharosekonzentration auf Anzahl und Gewicht
der Mikroknollen bei NAA=2,5µM bzw. NAA=5µM. Innerhalb einer Spalte unterscheiden sich
Werte mit gleichen Kleinbuchstaben nicht signifikant voneinander (p ≤ 0.05, n=20).

Licht) lieferten signifikant mehr Mikroknollen.

Mit steigender Saccharosekonzentration stieg die Anzahl der Mikroknollen also

kaum an. Die höchste Anzahl wurde nicht mit der höchsten Saccharosekonzentration

von 11 Prozent, sondern mit 9 Prozent erreicht (siehe Tabelle 12).

Unter Verwendung der niedrigeren Wuchsstoffkonzentration von 2,5 µM NAA

wirkten sich die verschiedenen Saccharosekonzentrationen nicht signifikant bei der

Bildung von Mikroknollen aus. Auffallend war aber, daß in absoluten Zahlen mit

11% Saccharose ein weniger gutes Ergebnis erzielt wurde als mit 7% und 9%.
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Auch mit der Wuchsstoffkonzentration von 5 µM NAA bewirkten die verschie-

denen Zuckeranteile keine großen Unterschiede bei der Anzahl der Mikroknollen.

Das in absoluten Zahlen beste Ergebnis von 1,4 Knollen wurde mit einem 9%igen

Saccharoseanteil und 16-stündiger Belichtung erreicht; das nächstbeste, nicht signi-

fikant verschiedene Ergebnis von 1,2 Knollen auf dem Medium mit 11% Saccharose

und 8-stündiger Belichtung Es schien sich günstig auf die Anzahl der Mikroknollen

auszuwirken, wenn entweder der Zucker- oder der Lichtanteil etwas reduziert war.

Betrachtet man den Einfluss der Saccharosekonzentration auf die Anzahl der

Mikroknollen bei jenen Kulturen, die 8 Stunden Belichtung erhielten, so zeigt sich,

daß die besten Ergebnisse mit 7- und 11% Saccharose erreicht wurden, der Ein-

fluss der Saccharosekonzentration hier aber insgesamt vernachlässigbar war (keine

signifikanten Unterschiede).

Bei 16-stündiger Lichteinwirkung wurde die größte Anzahl an Knollen mit 7 und

9% Saccharose erzielt. Ab einer Saccharosekonzentration von 7% wurden mit 16

Stunden Licht mehr Mikroknollen erzeugt als bei 8 Stunden Licht.

Zusammenfassend läßt sich für den Einfluß der Saccharosekonzentration auf die

Anzahl der Mikroknollen sagen, daß es in absoluten Zahlen mit den mittleren Saccha-

rosekonzentrationen von 7- und 9% eine Steigerung gab, die aber nicht signifikant

war. Die meisten Mikroknollen wurden auf einem Medium erzielt, das 9 Prozent

Saccharose und 5 µM NAA enthielt.

Das Gewicht der Mikroknollen wurde durch die verschiedenen Saccharosekon-

zentrationen stärker beeinflußt als deren Anzahl.

Mit 3% Saccharose wurden die Mikroknollen mit dem geringsten Gewicht pro-

duziert (29,7 mg), und zwar dann, wenn auch nur 2,5 µM NAA und nur 8 Stun-

den Licht verwendet wurden. Wurde bei dieser Zuckerkonzentration der Lichtanteil

gesteigert, so ergab das kaum einen Effekt, wurde aber die NAA-Konzentration ge-

steigert (NAA=5 µM) so verdoppelte sich das Gewicht der Mikroknollen (61 mg für

3% Saccharose, 5 µM NAA bei 8 Stunden Licht).

Die höchsten Gewichte wurden mit den Zuckerkonzentrationen 9- und 11% er-

reicht, das Maximum in absoluten Zahlen betrug 99,8 mg (Medium mit 11% Sac-
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charose, NAA= 2,5 µM, Licht=16 Stunden).

Insgesamt ergab sich also für den Einfluss der Saccharosekonzentration auf das

Gewicht der Mikroknollen folgendes Bild: Höhere Saccharosekonzentrationen von 7,

9 und 11% ließen das Gewicht der Mikroknollen ansteigen, wobei sich vor allem

bei 9 und 11% die niedrigere NAA - Konzentration positiv auswirkte. Hohe Zucker-

konzentrationen, eine größere Lichtmenge und niedrigere Wuchsstoffkonzentrationen

wirkten in Richtung einer Gewichtssteigerung.

3.2.2 Einfluss der α-Naphthylessigsäure (NAA) unter Berücksichtigung

der Saccharosekonzentration und der Lichtverhältnisse

Betrachtet man die Anzahl der gebildeten Mikroknollen, so zeigt sich, daß die ver-

schiedenen NAA-Konzentrationen wenig Einfluß darauf hatten. Die Verwendung

verschiedener Wuchsstoffkonzentrationen (NAA=2,5 µM bzw. 5 µM ) führte kaum

zu signifikanten Unterschieden bei der Knollenbildung.

Auf das Gewicht der Mikroknollen gab es dagegen einen deutlichen Einfluß. Die

NAA-Konzentration von 5 µM wirkte sich im Vergleich zu 2,5 µM signifikant ge-

wichtssteigernd aus, wenn die Medien 3- bzw. 5% Saccharose enthielten, also bei

niedrigeren Zuckerkonzentrationen. Bei 3% Saccharoseanteil etwa verdoppelte sich

das Gewicht der Mikroknollen (siehe Tabelle 13, Seite 28). Bei Nodienkulturen auf

Medien, die 7% Saccharose enthielten und 8 Stunden Licht erhielten, war das Ge-

wicht der geernteten Mikroknollen annähernd gleich hoch, gleichgültig ob 2,5 oder

5 µM NAA verwendet wurden.

Ab einer Saccharosekonzentration von 7% und einer Photoperiode von 16 Stun-

den erwies sich eine geringere Wuchsstoffkonzentration als vorteilhaft, was in höherem

Gewicht der Mikroknollen resultierte. Dieser Trend setzte sich bei den Medien mit 9-

und 11% Saccharosekonzentration fort, wo in absoluten Zahlen auf Medien mit 2,5

µM NAA ebenfalls höheres Gewicht erzielt wurde. Signifikante Unterschiede konnten

allerdings nicht festgestellt werden.

Das höchste Gewicht von 99,8 mg ergab sich auf dem Medium mit 2,5 µM NAA

und 11% Saccharose sowie einer Photoperiode von 16 Stunden.
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NAA Licht Saccharose Mikroknollen Mikroknollen

[µM] [Stunden] [%] [Anzahl ± SE] [mg ± SE]

2,5 8 3 1,0a ± 0,1 29,7b ± 5,1

2,5 8 5 1,1a ± 0,1 31,8bc ± 3,1

2,5 8 7 1,2a ± 0,1 57,3abc ± 7,0

2,5 8 9 1,1a ± 0,1 92,7d ± 11,2

2,5 8 11 1,1a ± 0,1 94,8d ± 9,7

5 8 3 1,0a ± 0,1 61,0ac ± 18

5 8 5 1,0a ± 0,1 47,9abc ± 5,1

5 8 7 1,1a ± 0,1 56,5abc ± 8,1

5 8 9 1,1a ± 0,1 65,9ad ± 6,3

5 8 11 1,2a ± 0,1 76,0ad ± 9,5

2,5 16 3 1,0a ± 0,1 32,2c ± 4,1

2,5 16 5 1,1a ± 0,1 45,3bc ± 5,2

2,5 16 7 1,3ab ± 0,1 87,1a ± 12,5

2,5 16 9 1,3ab ± 0,1 90,9a ± 11,0

2,5 16 11 1,1a ± 0,1 99,8a ± 13,7

5 16 3 1,0a ± 0,1 67,1ab ± 11,3

5 16 5 1,0a ± 0,1 70,7ab ± 6,1

5 16 7 1,2a ± 0,1 67,2ab ± 6,5

5 16 9 1,4b ± 0,1 80,6a ± 11,9

5 16 11 1,0a ± 0,1 97,2a ± 13,6

Tabelle 13: Varianzanalyes des Einflusses der NAA–Konzentration auf Anzahl und Gewicht der
Mikroknollen bei Lichtperioden von 8 bzw. 16 Stunden. Innerhalb einer Spalte unterscheiden sich
Werte mit gleichen Kleinbuchstaben nicht signifikant voneinander (p ≤ 0.05, n=20).

Der Einfluß von NAA auf das Gewicht der Mikroknollen war also stärker als

auf die Anzahl der gebildeten Mikroknollen. Signifikante Unterschiede gab es bei

den niedrigen Zuckerkonzentrationen von 3% und 5%; dort wirkte eine NAA - Kon-

zentration von 5 µM gewichtssteigernd und das Gewicht der Mikroknollen konnte

teilweise verdoppelt werden. Bei den höheren Zuckerkonzentrationen, vor allem bei

9% Saccharoseanteil, wirkte sich die niedrigere NAA - Konzentration von 2,5 µM

günstiger auf das Gewicht der Knollen aus.
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NAA Licht Saccharose Mikroknollen Mikroknollen

[µM] [Stunden] [%] [Anzahl ± SE] [mg ± SE]

2,5 8 3 1,0a ± 0,1 29,7a ± 5,1

2,5 16 3 1,0a ± 0,1 32,2a ± 4,1

5 8 3 1,0a ± 0,1 61,0b ± 18

5 16 3 1,0a ± 0,1 67,1b ± 11,3

2,5 8 5 1,1a ± 0,1 31,8a ± 3,1

2,5 16 5 1,1a ± 0,1 45,3ab ± 5,2

5 8 5 1,0a ± 0,1 47,9b ± 5,1

5 16 5 1,0a ± 0,1 70,7c ± 6,1

2,5 8 7 1,2a ± 0,1 57,3a ± 7,0

2,5 16 7 1,3a ± 0,1 87,1b ± 12,5

5 8 7 1,1a ± 0,1 56,5a ± 8,1

5 16 7 1,2a ± 0,1 67,2ab ± 6,5

2,5 8 9 1,1a ± 0,1 92,7a ± 11,2

2,5 16 9 1,3ab ± 0,1 90,9a ± 11,0

5 8 9 1,1a ± 0,1 65,9a ± 6,3

5 16 9 1,4b ± 0,1 80,6a ± 11,9

2,5 8 11 1,1a ± 0,1 94,8a ± 9,7

2,5 16 11 1,1a ± 0,1 99,8a ± 13,7

5 8 11 1,2a ± 0,1 76,0a ± 9,5

5 16 11 1,0a ± 0,1 97,2a ± 13,6

Tabelle 14: Varianzanalye des Einflusses der Photoperiode auf Anzahl und Gewicht der Mikro-
knollen bei Saccharosekonzentrationen von 3%, 5%, 7%, 9% und 11% und NAA–Konzentrationen
von 2,5 µM bzw. 5 µM. Innerhalb einer Spalte unterscheiden sich Werte mit gleichen Kleinbuch-
staben nicht signifikant voneinander (p ≤ 0.05, n=20).

3.2.3 Einfluss von Licht unter Berücksichtigung der Wuchsstoff- und

Saccharosekonzentration

Die Anzahl der Mikroknollen wurde durch die Lichtdauer am stärksten beim Medium

mit 9% Saccharose beeinflußt (siehe Tabelle 14). Bei 9% Zuckeranteil im Medium

wurde bei 16 Stunden Licht eine signifikant höhere Anzahl an Knollen gebildet als bei

8 Stunden Licht, wenn die Wuchsstoffkonzentration 5 µM betrug. Bei der höchsten

Zuckerkonzentration von 11% zeigten sich keine signifikanten Unterschiede .
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Die höchste Anzahl von durchschnittlich 1,4 Mikroknollen wurde bei 16 Stunden

Licht erzielt. Insgesamt war aber durch die doppelt so lange Lichteinwirkung keine

große Verbesserung bei der Anzahl der Mikroknollen zu verzeichnen.

Beim Gewicht der Mikroknollen zeigte sich, daß 16 Stunden Licht meist zu schwe-

reren Knollen führten als 8 Stunden. Auch schon bei den niedrigeren Zuckerkonzen-

trationen von 3 und 5 Prozent und einer NAA-Konzentration von 2,5 µM ließ sich in

absoluten Zahlen ein Gewichtszuwachs erkennen. Mit steigender Zuckerkonzentrati-

on vergrößerten sich teilweise die Gewichtsunterschiede zwischen den Mikroknollen

in Abhängigkeit von der Lichtdauer. Die schwersten Knollen wurden auf den Medien

mit 11% Saccharose bei 16stündigem Licht erhalten, wobei sich hier die niedrigere

NAA-Konzentration von 2,5 µM günstiger auswirkte.

3.2.4 In vitro-Keimung von Mikroknollen

Um bei D. cayenensis eine große Anzahl von Mikroknollen mit hohem Gewicht zu

erreichen, eigneten sich, wie oben beschrieben, jene Medien am besten, in denen ein

hoher Saccharoseanteil von 9 bzw. 11% mit einer NAA-Konzentration von 2,5 µM

verbunden war, und die Kulturen einer 16stündigen Belichtung ausgesetzt waren.

Nun sollte in einem weiteren Schritt die Frage nach der Keimfähigkeit der pro-

duzierten Mikroknollen geklärt werden. Würden die Explantate, die auf den oben

genannten Medien kultiviert worden waren, nicht nur die meisten und schwersten

Knollen, sondern auch die keimfähigsten produzieren?

Um diese Frage zu beantworten, wurden die geernteten Mikroknollen für drei

Wochen auf wuchsstoffreiem Medium (MS0) inkubiert. Die Lichtperiode in der Kul-

turkammer betrug 16 Stunden. Nach drei Wochen waren die Triebe zwei bis drei

cm hoch, wiesen kräftige Sprosse, meist ein Nodium und ein bis zwei wohlgeformte

Blätter auf.

Nun konnte für jedes Medium die Keimrate bestimmt werden (siehe Tabelle 15,

Seite 31).

Die Auswertung zeigte, daß die keimfähigsten Mikroknollen auf Medien mit ei-

nem geringen Zuckeranteil gebildet worden waren. Mikroknollen, die auf einem Me-



3.2 Vermehrung von D. cayenensis über Mikroknollen 31

NAA Licht Saccharose Keimrate

[µM] [Stunden] [%] [%]

2,5 8 3 57,1abcdef

2,5 8 5 85,7ef

2,5 8 7 73,9cdef

2,5 8 9 44,4abcde

2,5 8 11 28,6ab

5 8 3 80,0def

5 8 5 46,7abcdef

5 8 7 78,9def

5 8 9 43,8abc

5 8 11 30,4ab

2,5 16 3 86,7f

2,5 16 5 66,7bcdef

2,5 16 7 60,0abcdef

2,5 16 9 30,0ab

2,5 16 11 36,8abc

5 16 3 45,5abcde

5 16 5 55,6abcdef

5 16 7 45,0abcde

5 16 9 29,6ab

5 16 11 23,1a

Tabelle 15: Varianzanalyse des Einflusses von NAA- und Saccharosekonzentration im Knollenin-
duktionsmedium sowie Dauer der Lichtperiode während der Induktion auf die Keimrate der Mi-
kroknollen. Werte mit gleichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant voneinander
(p ≤ 0.05, n=20).

dium mit 3 Prozent Saccharose und 2,5 µM NAA bei 16 Stunden Licht gebildet

worden waren, wiesen mit 86,7 Prozent die höchste Keimrate auf. Der Einfluß von

Licht und Wuchsstoffkonzentration war weniger stark ausgeprägt. Die Mikroknollen

von Kulturen, die nur achtstündige Belichtung erhielten, waren bei der Keimungs-

rate leicht begünstigt; eine ursprünglich höhere oder niedrigere NAA-Konzentration

im Medium schien die Keimungsrate dagegen kaum zu beeinflussen.

Mikroknollen, die auf einem Medium mit 11 Prozent Saccharose und 5 µM NAA
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bei 16 Stunden Licht gebildet worden waren, ergaben die niedrigste Keimrate von

23,1 Prozent.

Hohe Zuckerkonzentrationen schienen die Keimraten signifikant zu dämpfen.

Mit Medien, die 9 oder 11% Saccharose enthielten, wurden also die besten Er-

gebnisse bezüglich Anzahl und Gewicht der Knollen erzielt, aber die Keimraten

dieser Knollen waren niedrig. Mikroknollen, die auf einem Medium mit 7 Prozent

Saccharose und 2,5 µM NAA bei 16 Stunden Licht gebildet worden waren, führten

insgesamt zu den besten Ergebnissen. Mit diesem Medium wurde die zweithöchste

Anzahl an Mikroknollen erzielt, deren Durchschnittsgewicht von 87,1 mg ebenfalls

ganz im oberen Bereich lag und deren Keimrate mit 60 Prozent akzeptabel war.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, mittels geeigneter Wuchsstoffkombina-

tionen eine möglichst hohe Vermehrungsrate in Nodienkulturen der Dioscorea-Arten

D. mangenotiana, D. cayenensis x rotundata und D. cayenensis zu erzielen. Die Ex-

plantate sollten möglichst viele neue Nodien bilden, aus denen neue Pflanzen gezogen

werden können.

Dabei wurde auf Erkenntnisse früherer Untersuchungen (Reichhart 2005; Alizadeh

1998; Malaurie 1995) aufgebaut. Von Reichhart (2005) war der Einfluß folgen-

der Wuchsstoffe getestet worden: BAP (6-Benzylaminopurin), NAA (Naphthyles-

sigsäure), Zeatin und die Kombination von Zeatin und NAA. Es zeigte sich bei

Reichhart (2005), daß niedrigere Konzentrationen an Wuchsstoffen einen besseren

Einfluß auf die Pflanzen haben, das heißt, die niedrigeren Konzentrationen führten

eher zu Pflanzen, die sich zur Gewinnung neuer Explantate eigneten. Bei Reichhart

(2005) hatte sich weiters gezeigt, daß die Kombination der Wuchsstoffe BAP und

NAA von Interesse sein könnte.

Daher wurden die Wuchsstoffe BAP und NAA in verschiedenen Kombinationen

getestet. Auch wurden die Auswirkungen dieser Wuchsstoffe auf die Mikroknollen-

und Kallusbildung untersucht und auftretendes Browning (braune Verfärbungen des

Nährmediums) wurde vermerkt.

Parallel dazu wurde die Vermehrungsmöglichkeit von D. cayenensis über Mikro-

knollen untersucht. Hier wurden die Einflüsse verschiedener Saccharose- und NAA-

Konzentrationen getestet sowie die Auswirkung verschieden langer Photoperioden,

da Yams-Knollen im Gegensatz zu Kartoffelknollen Licht zu ihrer Ausbildung be-

vorzugen (George 1996). Zuletzt wurde noch die Keimfähigkeit der gebildeten Mi-

kroknollen untersucht.

In vielen Arbeiten zur Mikrovermehrung von Dioscorea-Arten wird darauf hinge-

wiesen, daß die verschiedenen Arten sehr unterschiedlich auf die jeweiligen Wuchss-

toffe und auch auf Licht reagieren. So beschrieb etwa Ng (1992) die unterschiedliche

Wirkung verschiedener Photoperioden (8, 12, 16 und 24 Stunden) auf verschiedene
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Yams-Arten. Während bei Weißer Yam (Dioscorea rotundata) die Zahl der Nodien

mit längerer Belichtungszeit anstieg, reagierte Wasser-Yam (Dioscorea alata) gegen-

teilig mit einer höheren Nodienproduktion bei Verringerung der Tageslänge. Shin

(2004b) beschrieb die unterschiedliche Auswirkung einer Kombination von BAP

und NAA auf drei Genotypen von D. opposita (Chinesische Yam) und Lauzer et

al. (1992) zeigten für zwei wilde Yamsarten (D. abyssinica und D. mangenotiana)

die unterschiedliche Auswirkung verschiedener Saccharosekonzentrationen (2, 4, 6

und 8%) auf die Bildung von Mikroknollen.

Auch in der vorliegenden Arbeit reagierten die drei Species unterschiedlich auf die

Wuchsstoffgaben. D. mangenotiana ließ sich am besten mit einer NAA-Konzentration

von 5 µM vermehren, während das Dioscorea-Intermediat bei dieser NAA-Konzentration

die wenigsten neuen Nodien produzierte. Das Dioscorea-Intermediat profitierte ins-

gesamt am meisten von niedrigen kombinierten BAP und NAA - Gaben, wobei die

beste Vermehrungsrate bei einer BAP - Konzentration von 2,5 µM erreicht wurde.

Hier verhielten sich das Dioscorea-Intermediat und D. cayenensis gleich, denn auch

bei D. cayenensis wurden die meisten verwertbaren Nodien bei dieser BAP - Men-

ge erzielt. Auf hohe kombinierte Wuchsstoffkonzentrationen (etwa Zusatz von je 10

µM BAP und NAA) reagierte das Dioscorea-Intermediat weit besser als die anderen

beiden Species, die sich bei solch hohen Wuchsstoffgaben kaum vermehren ließen.

D. mangenotiana zeigte auf wuchsstoffreiem Medium sehr gute Sproßelongation

und viele neue Nodien. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem Ergebnis von Reichhart

(2005). Das Dioscorea-Intermediat dagegen produzierte auf wuchsstoffreiem Medium

nur wenige Nodien.

Reichhart (2005) beschrieb, daß Explantate, die höheren BAP-Konzentrationen

(15 und 20 µM) ausgesetzt waren, einen stark veränderten Habitus aufwiesen. Die

Sprosse waren verkürzt und verdickt, und es fanden sich nur wenige kleine Blätter.

Es kam auch zu einer Verringerung der Nodienzahl. Diesen Effekt höherer BAP-

Konzentrationen beschrieben auch Heble und Staba (1980) sowie Alizadeh et al.

(1998). In geringeren Konzentrationen dagegen hat dieses Cytokinin einen sehr po-

sitiven Einfluß auf die Entwicklung der Pflanzen. Mitchell et al. (1995) zeigten die
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günstigen Auswirkungen von 2,2 µM BAP auf die Entwicklung von Sprossen und

auf die Überlebensrate von neuen Explantaten.

Forsyth et al. (1982) zeigten, daß BAP in einer Konzentration von 5 µM weit

effektiver bezüglich der Sprossentwicklung war als Kinetin. Bei Konzentrationen

über 10 µM BAP dagegen kam es zu deformierten Sprossen.

In der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund dieser Erkentnisse die höchste Kon-

zentration von BAP mit 10 µM angesetzt. Auch bei den hier untersuchten Dioscorea-

Arten wirkte sich die niedrigste verwendete BAP-Menge von 2,5 µM am günstigsten

auf die Spross- und Nodienzahl aus. Beim Dioscorea-Intermediat und bei D. caye-

nensis wurde die höchste Anzahl an Sprossen und Nodien mit 2,5 bzw. 5 µM BAP

erreicht, wobei sich ein Zusatz von ebensoviel NAA positiv auf die Sprossanzahl aus-

wirkte. Beim Dioscorea-Intermediat resultierte ein Zusatz von 10 µM NAA in einer

höheren Sproßanzahl. Die Anzahl der für die Mikrovermehrung wichtigen Nodien

stieg bei diesen beiden Arten durch die Beifügung von NAA allerdings nur wenig.

Anders stellte sich dies bei D. mangenotiana dar, wo die meisten verwertbaren

Nodien mit einem Medium erzielt wurden, welches 5 µM NAA und kein BAP ent-

hielt. Mit 2,5 µM BAP und ohne NAA wurde das nächstbeste Ergebnis erreicht;

die höchste Anzahl an Sprossen wurde ebenfalls mit 2,5 µM BAP und ohne NAA

erzielt.

In Übereinstimmung mit den zuvor erwähnten Untersuchungen konnte also fest-

gestellt werden, daß sich eine niedrige BAP-Konzentration von bis zu 5 µM günstig

auf die Sprossentwicklung und Nodienanzahl auswirkte, und ein solches Medium für

die Mikrovermehrung von Dioscorea-Arten genutzt werden kann.

Reichhart (2005) beobachtete in ihren Untersuchungen das Auftreten von Brow-

ning bei allen drei Dioscorea- Arten, und dies war auch in der vorliegenden Untersu-

chung der Fall, wobei sich dieses Phänomen hier ebenfalls mit zunehmenden BAP-

Konzentrationen verstärkte. Kulturen von D. cayenensis wiesen allerdings auch bei

NAA-Konzentrationen von 5 und 10 µM und ohne BAP Browning auf.

In einigen Arbeiten wird auf das Vorhandensein endophytischer bzw. nitrifizie-

render Bakterien in Kulturen von D. mangenotiana und D. cayenensis hingewiesen
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(Lauzer et al., 1992; Ng, 1992; Reichhart, 2005). In der vorliegenden Arbeit traten

bei D. mangenotiana ebenfalls weiße Bakterienkolonien auf, die das Wachstum der

Kulturen jedoch nicht sichtbar beeinträchtigten.

Die Kallusbildung wurde bei allen drei Arten durch höhere NAA-Konzentra-

tionen von 5 und 10 µM gefördert. Wurde eine Kombination von BAP und NAA

verwendet, so kam es teilweise zu einem Anstieg der Kallusbildung (nicht bei D. man-

genotiana; am meisten ausgeprägt beim Dioscorea-Intermediat), die Unterschiede zu

reinen NAA-Medien waren aber gering. Reichhart (2005) stellte die kallusfördernde

Wirkung von NAA auf die drei Klone ebenfalls fest.

Die Mikroknollenbildung wurde bei D. mangenotiana und beim Dioscorea-Inter-

mediat in erster Linie von den BAP-Konzentrationen beeinflusst. Bei D. cayenensis

dagegen wirkte sich ein höherer NAA-Anteil günstiger aus. Auch Alizadeh et al.

(1998) stellten bei ihren Untersuchungen einen positiven Einfluß von NAA auf die

Mikroknollenbildung fest.

NAA-hältige Medien förderten nach Reichhart (2005) auch die Vitalität der ge-

wonnenen Explantate. Die durchschnittliche Sprosslänge konnte bei allen drei Dios-

corea-Arten signifikant gesteigert werden. Es kam zu einer Zunahme der Wurzel-

und Kallusbildung, Browning war gegenüber cytokininhaltigen Medien vermindert.

Auf einem Medium, das 0,5 µM NAA enthielt, wurde bei D. mangenotiana die bes-

te Vermehrungsrate erzielt. Das Dioscorea-Intermediat und D. cayenensis lieferten

dagegen auf zeatinhältigen Medien bessere Ergebnisse (Reichhart, 2005).

Auch in der vorliegenden Arbeit reagierte die Species D. mangenotiana besonders

gut auf NAA. Auf dem Medium, das 5 µM NAA und kein BAP enthielt, konnte hier

die größte Anzahl neuer, zur Vermehrung nutzbarer Nodien gewonnen werden. Das

Dioscorea-Intermediat und D. cayenensis dagegen konnten weit besser auf BAP-

hältigen Medien vermehrt werden, wobei das Dioscorea-Intermediat auch von einem

niedrigen NAA - Zusatz profitierte, d.h. die Kombination von BAP und NAA zeigte

beim Dioscorea-Intermediat die größten Vorteile, vor allem bezüglich der Anzahl an

Sprossen.

Die durchschnittliche Sprosslänge konnte bei D. mangenotiana und D. cayenensis
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mittels NAA alleine gesteigert werden, während beim Dioscorea-Intermediat BAP

notwendig war, um eine Steigerung der Sprosslänge zu erreichen.

Die Kombination von BAP und NAA zeigte in der vorliegenden Arbeit je nach

Species unterschiedliche Vor- und Nachteile. Bei D. mangenotiana brachten die nied-

rigen bis mittleren BAP und NAA-Konzentrationen (etwa 2,5 µM BAP/2,5 µM

NAA oder 2,5 µM BAP/5 µM NAA) gute Ergebnisse in der Spross- und Nodienan-

zahl, die durchschnittliche Länge der Sprosse blieb aber zurück und es konnten mit

diesen Kombinationen trotz den in Teilbereichen guten Ergebnissen weniger für die

Vermehrung nutzbare Nodien gewonnen werden als mit NAA alleine.

Auch das Dioscorea-Intermediat sprach in der Sprossbildung sehr gut auf die

oben genannte Wuchsstoffkombinationen (2,5 µM BAP/2,5 µM NAA und 2,5 µM

BAP/5 µM NAA) an. Bei der Anzahl der Nodien war der Vorteil dieser Kombina-

tionen zwar weniger stark ausgeprägt, da auch mit BAP alleine in unterschiedlichen

Konzentrationen ( 2,5 µM BAP bzw. 10 µM BAP) sehr gute Ergebnisse erreicht

wurden, aber mit der Kombination von 5 µM BAP und 2,5 µM NAA wurden die

meisten neuen Nodien produziert. Mit diesen Wuchsstoffkombinationen ergaben sich

auch hohe durchschnittliche Sproßlängen und es konnten viele für die Vermehrung

nutzbare Nodien gewonnen werden, wenngleich auch hier die besten Ergebnisse mit

BAP alleine erreicht wurden. Insgesamt gesehen ergab die Kombination von BAP

und NAA beim Dioscorea-Intermediat gute Resultate.

Bei D. cayenensis ergab sich mit der Konzentration 2,5/2,5 ebenfalls eine große

Anzahl an Sprossen, aber die durchschnittliche Sprosslänge und die Anzahl der neuen

Nodien blieb gering. Die längsten Sprosse wurden mit NAA-hältigen Medien ohne

BAP erreicht; diese langen Sprosse trugen aber nur wenige neue Nodien. Bei D.

cayenensis wurden von kürzeren Sprossen mehr neue Nodien gebildet. BAP alleine

in allen Konzentrationen (2,5; 5; 10 µM) lieferte die meisten neuen Nodien; als für

die Vermehrung am günstigsten erwiesen sich die BAP-Konzentrationen von 2,5 und

5 µM.

Malaurie et al. (1995) beschrieben für das Dioscorea-Intermediat gute Ergebnisse

in Sprosselongation, Sprossanzahl und Wurzelbildung bei der Verwendung niedriger
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und mittlerer BAP- und NAA Konzentrationen: Das Medium mit 0,89 µM BAP

und 5,38 µM NAA lieferte hier die besten Ergebnisse.

Shin (2004a) untersuchte eine chinesische Yams-Art (D. opposita) und beschrieb

die Kombination von 5 µM BAP und 5 µM NAA als besonders günstig für die

Vermehrung mittels Nodienkultur.

Unter dem Gesichtspunkt der Mikrovermehrung der drei Species konnten beim

Dioscorea-Intermediat in der vorliegenden Arbeit durch die Kombination von BAP

und NAA gute Resultate erzielt werden.

Bei der Vermehrung von Yams über Mikroknollen wird meist versucht, durch Zu-

gabe von osmotisch aktiven Komponenten wie Saccharose, mittels Wuchsstoffgaben

sowie durch Variation der Photoperiode eine Steigerung der Mikroknollenproduktion

zu erreichen. Van Staden und Fowlds (1992) beschrieben die Effekte von Saccharose

und Kinetin auf die Mikroknollenbildung von D. bulbifera und fanden, daß höhere

Zuckerkonzentrationen (8%) und Kinetin-Konzentrationen von 5mg/l der Knollen-

produktion förderlich waren.

Ng (1992) experimentierte mit ebenso hohen Zuckerkonzentrationen, kombinierte

aber ein Auxin (IAA, 5 bis 10 mg/l) mit Kinetin (0,5 mg/l). Auch damit wurde bei

D. bulbifera die Induktion von Mikroknollen bewirkt. Mikroknollen, die mehr als

90 mg wogen, wurden in Erde gepflanzt und produzierten normale Pflanzen. In der

vorliegenden Arbeit konnten mit 9 und 11% Saccharose, 16 Stunden Licht und 2,5

bzw. 5 µM NAA ebenfalls Knollen von über 90 mg Gewicht produziert werden.

Alizadeh et al. (1998) fanden ebenfalls 8% Saccharose als besonders günstig für

die Mikroknolleninduktion, durchaus vergleichbar mit den guten Ergebnissen, die

mit 9% Saccharose in der vorliegenden Arbeit erreicht wurden.

In Übereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit wurde bei Poornima und Rai

(2007), Alizadeh et al. (1998) und Alhassan und Mantell (1994) festgestellt, daß

die Morphologie der gebildeten Mikroknollen teilweise sehr unterschiedlich und die

Knollen oft von feinen Wurzeln bedeckt waren.

Ng (1988) bezog sich auf vorangegangene Arbeiten,die beschrieben, daß Kohlen-

hydrate wie Glucose die Beförderung der Wuchsstoffe in der Pflanze erleichterten,
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und postulierte den gleichen Effekt für Saccharose. In der vorliegenden Arbeit wurde

festgestellt, daß bei niedrigeren Saccharosekonzentrationen (3 und 5%) die höhere

NAA-Konzentration von 5 µM zu höherem Knollengewicht führte, und umgekehrt

sich bei Saccharosekonzentrationen von 9% weniger NAA (2,5 µM) günstiger auf das

Gewicht auswirkte. Dies könnte ein Hinweis auf den oben genannten Effekt sein.

Insgesamt gesehen wurde in der vorliegenden Arbeit die Anzahl der Mikroknollen

weniger stark von den verschiedenen Saccharosekonzentrationen beeinflußt als das

Gewicht der Mikroknollen. Bei Saccharosekonzentrationen von 9 und 11% wurden

die schwersten Mikroknollen produziert.

Um die Bildung von Mikroknollen zu fördern, werden verschiedene Wuchsstoffe

eingesetzt, wobei auch hier wieder festzustellen ist, daß die verschiedenen Species

unterschiedlich auf die Wuchsstoffgaben reagieren. Während für BAP teilweise hem-

mende Effekte festgestellt wurden, haben sich Auxine wie NAA bei der Induktion

von Mikroknollen bewährt. Jean und Cappadocia (1991) und Alizadeh et al. (1998)

beschrieben diese fördernden Effekte, und bei einer NAA-Konzentration von 5 µM

konnten Mikroknollen produziert werden, die innerhalb von zwei Wochen auf Sand

keimten.

Jasik und Mantell (2000) untersuchten die Wirkung von Jasmonsäure auf drei für

Ernährungszwecke wichtige Yamsarten (D. alata, D. cayenensis und D. rotundata).

Jasmonsäure und ihre Derivate sind erst in jüngerer Zeit als wichtige Wachstumsfak-

toren in Pflanzen erkannt worden, die wichtige physiologische Prozesse beeinflussen

und auch bei der Mikroknollenbildung eine Rolle spielen. In der genannten Studie

konnte mittels Jasmonsäure bzw. Methyljasmonsäure die Mikroknollenbildung bei

allen drei Species unterstützt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden jeweils 2,5 bzw. 5 µM NAA verwendet. Es

zeigte sich, daß der Einfluß der Wuchsstoffkonzentration auf die Anzahl der Mi-

kroknollen nur gering war; der Einfluß auf das Gewicht war bedeutend größer. Bei

Verwendung niedriger Zuckerkonzentrationen von 3 und 5% wirkte sich eine NAA-

Konzentration von 5 µM NAA signifikant gewichtssteigernd aus. Das Gewicht der

Mikroknollen konnte teilweise verdoppelt werden. Bei höherer Saccharosekonzentra-
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tion (ab 9%) wirkte sich die niedrigere NAA-Konzentration von 2,5 µM besser auf

das Gewicht aus.

Auch die Auswirkungen verschieden langer Photoperioden auf die Bildung von

Mikroknollen sind bei Yams von Art zu Art verschieden. Mehrere Studien beschäftigt-

en sich mit den Auswirkungen völliger Dunkelheit bis hin zu Lichtperioden mit

8, 12, 16 und 24 Stunden (Jean und Cappadocia, 1991; Mantell und Hugo, 1989;

u.a.). In der vorliegenden Arbeit wurden 8 und 16stündige Photoperioden gewählt.

Auch wenn sich bei der höchsten verwendeten Saccharosekonzentration von 11% die

8stündige Photoperiode günstiger auf die Anzahl der Knollen auswirkte, so gab es

hier doch insgesamt keine signifikanten Unterschiede und auch bei 16 Stunden Licht

wurde keine große Verbesserung bei der Anzahl der Knollen erreicht.

Das Gewicht der Mikroknollen wurde hingegen bei der in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Species D. cayenensis durch eine 16stündigen Photoperiode deutlich

erhöht. Das höchste Gewicht wurde mit 11% Saccharose, 2,5 µM NAA und 16 Stun-

den Licht erzielt.

Bei Lauzer et al. (1992) erwies sich für D. abyssinica hingegen eine 8stündige

Photoperiode als günstiger. Bei 8 Stunden Licht wurden die schwersten Knollen

erzielt, unabhängig von der jeweiligen Saccharosekonzentration (2%, 4%, 6% und

8%). Jean und Cappadocia (1991) kamen für D. abyssinica und für D. alata zum

gleichen Ergebnis.

Van Staden und Fowlds (1992) berichteten für D. bulbifera ebenfalls von Vortei-

len 8stündiger Photoperioden, wobei sich bei dieser Species niedrige Nachttempera-

turen zusätzlich günstig auf die Knolleninduktion auswirkten.

Für die Species D. rotundata hingegen wurde bei Ng (1992) festgestellt, daß 12

und 16 Stunden Tageslicht die Anzahl der Knollen erhöhten, während 8 und 24

Stunden Licht sich als nicht geeignet erwiesen.

Alizadeh et al. (1998) beschrieben für die Keimung von Mikroknollen eine Kei-

mungsrate von 60-87% nach zwei Wochen, abhängig von den in den Medien verwen-

deten Wuchsstoffen, wobei u.a. NAA, Kinetin, IAA (Indol-3-Essigsäure) und IBA

(Indol-3-Buttersäure) zum Einsatz kamen.
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Bazabakana und Fauconnier (1999) fügten dem MS-Medium Jasmonsäure in

verschiedenen Konzentrationen hinzu, um die Wirkung auf die Keimung von Mikro-

knollen zu prüfen. Es wurde festgestellt, daß die Keimrate durch geringe Mengen Jas-

monsäure (0,1 und 1 µM) gefördert wurde. Höhere Konzentrationen an Jasmonsäure

(30 und 100 µM) dagegen verhinderten die Keimung. Dieser Prozess war aber re-

versibel - wurden die inhibierten Knollen auf hormonfreies Medium gesetzt, kam es

doch noch zur Keimumg.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Keimung auf wuchsstofffreiem Murashige

und Skoog Medium (MS 0 Medium) vorgenommen. Es wurden Keimungsraten von

23,1- 86,7% erzielt. Vor allem hohe Saccharosekonzentrationen (9 und 11%) in den

Ursprungsmedien der Explantate schienen die Keimrate zu dämpfen. Die höchste

Keimrate von 86,7% wurde mit Mikroknollen erzielt, die von Explantaten stammten,

deren Medium 3% Saccharose und 2,5 µM NAA enthielt. Die Keimlinge waren nach

zwei bis drei Wochen etwa 3 cm hoch und kräftig.

In neueren Untersuchungen wird zunehmend die Eignung temporärer Immersi-

onssysteme (TIS) zur Mikrovermehrung von Kartoffeln und Yams geprüft. Donelly

(2003) beschrieb damit gute Ergebnisse für die Kartoffel, und auch für verschiedene

Dioscorea-Arten scheint dieses System Vorteile gegenüber festen Kulturmedien zu

haben. Jova et al. (2005) konnten mit einem solchen halbautomatischen System sehr

gute Ergebnisse in Anzahl und Gewicht von Yams-Mikroknollen erzielen. Verwendet

wurde ein MS-Basismedium mit 10% Saccharose und 0,5mg/l Kinetin. Ein großer

Vorteil gegenüber festen Kulturmedien scheint dabei zu sein, daß die verschiedenen

Regionen, an denen Mikroknollen entstehen können, immer wieder kurz in Kon-

takt mit dem Medium kommen und es so mehr Signale gibt, die zur Bildung von

Mikroknollen anregen.

In weiterführenden Untersuchungen sollte überprüft werden, ob sich bei den von

uns bearbeiteten Dioscorea-Arten die Mikroknollenbildung in einem TIS steigern

lässt.
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5 Zusammenfassung

Die stärkeführenden Knollen der Yamspflanze (Familie Dioscoreaceae) stellen in vie-

len tropischen Ländern ein wichtiges Grundnahrungsmittel dar. Außerdem führen

die Knollen mancher Arten Diosgenin, welches zur Partialsynthese verschiedener

Steroidwirkstoffe herangezogen werden kann. Die Vermehrung dieser zweihäusigen

Pflanze ist allerdings problematisch, da kaum Blüten und keimfähige Samen gebil-

det werden und die in der Landwirtschaft übliche vegetative Vermehrung oft zur

Weitergabe von viralen- und Pilzerkrankungen führt.

Hier bieten die Techniken der Gewebekultur gute Möglichkeiten, zu einer großen

Zahl pathogenfreier Pflanzen zu kommen. Über Nodienkulturen kann eine große

Menge virusfreier, genetisch einheitlicher Jungpflanzen erzeugt werden; Mikroknol-

len bilden leicht zu transportierendes, unproblematisches Saatgut.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, für die drei Dioscorea–Arten D. mange-

notiana, D. cayenensis x rotundata und D. cayenensis geeignete Nährmedien für

die Mikrovermehrung über Nodienkultur und Mikroknollen zu finden, wobei auf

früheren Untersuchungen aufgebaut wurde. Diese hatten gezeigt, daß die Kombina-

tion der Wuchsstoffe BAP und NAA in niedrigeren Konzentrationen von Interesse

sein könnte. In den Versuchen zur Induktion von Nodienkulturen wurden 16 Kom-

binationen dieser beiden Wuchsstoffe über acht Wochen getestet.

Die Versuche zu den Mikroknollen wurden an Nodienkulturen der Species D. cay-

enensis durchgeführt. Den Nährmedien wurden unterschiedliche Mengen Saccharose

und NAA zugegeben; weiters wurde die Dauer der Photoperiode variiert - ein Teil

der Nodienkulturen erhielt 8 Stunden Licht, ein Teil 16 Stunden.

Die drei Dioscorea–Arten reagierten unterschiedlich auf die verschiedenen Wuchss-

toffkombinationen. Beim Dioscorea-Intermediat ergab die Kombination der Wuchss-

toffe BAP und NAA gute Resultate. Gegenüber dem Medium ohne Wuchsstoffe

konnten mit den Konzentrationen 2,5µM BAP und 2,5µM NAA bzw. 5µM BAP

und 2,5µM NAA signifikant mehr neue Nodien für die Mikrovermehrung gewonnen

werden. Diese Konzentrationen führten auch zu einer signifikanten Steigerung von
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Sprossanzahl und Sprosslänge. Die größte Anzahl an für die Vermehrung nutzba-

ren Nodien wurde mit der Konzentration 2,5 µM BAP ohne NAA erzielt. Es hat

sich also gezeigt, daß die niedrigeren Wuchsstoffkonzentrationen am zielführendsten

waren.

Bei D. cayenensis wurde die größte Zahl an verwertbaren Nodien ebenfalls mit

der Konzentration 2,5 µM BAP gewonnen. Bei der Anzahl der Sprosse bewirkte die

Kombination 2,5 µM BAP und 2,5 µM NAA eine Steigerung. Bei der Sprosslänge

wurde das signifikant beste Ergebnis mit 2,5 µM NAA erreicht.

Bei D.mangenotiana wirkte sich die Kombination 2,5 µM BAP und 2,5 µM

NAA ebenfalls günstig auf die Sprossanzahl aus - dies traf also auf alle drei Species

zu. Mit 2,5µM BAP alleine ergab sich jedoch eine noch etwas höhere Sprossanzahl.

Die Mikrovermehrung von D.mangenotiana gelang am besten auf einem Medium,

das als Wuchsstoff nur NAA in der Konzentration 5µM enthielt. Damit wurde eine

signifikante Steigerung der Ausbildung von nutzbaren Nodien erreicht. Im Gegen-

satz zu den beiden anderen Species wurden hier auch ganz ohne Wuchsstoffe gute

Ergebnisse erzielt. D.mangenotiana reagierte am empfindlichsten auf hohe Wuchss-

toffkonzentrationen.

Bei den Versuchen zur Vermehrung von D. cayenensis über Mikroknollen zeig-

te sich, daß die Saccharosekonzentration, die NAA-Konzentration und die Dauer

der Photoperiode auf das Gewicht der Mikroknollen einen größeren Einfluß hatten

als auf deren Anzahl. Mit steigendem Saccharoseanteil stieg auch das Gewicht der

Mikroknollen an; das höchste durchschnittliche Gewicht von 99,78 mg wurde auf ei-

nem Medium erzielt, das 11% Saccharose und 2,5µM NAA enthielt und bei dem die

Nodienkulturen 16 Stunden Licht erhielten. Das Gewicht konnte also mittels höherer

Zuckerkonzentrationen, längerer Lichtperioden und niedrigerer Wuchsstofffkonzen-

trationen gesteigert werden.

Bei niedrigen Saccharosekonzentrationen von 3 und 5% ergaben sich signifikante

Gewichtssteigerungen, wenn 5µM NAA statt 2,5µM NAA verwendet wurden. Damit

konnte das Gewicht der Mikroknollen teilweise verdoppelt werden.

Bei einer Photoperiode von 16 Stunden wurden schwerere Knollen erzielt als bei
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8 Stunden. Ein Gewichtzuwachs durch eine längere Photoperiode war schon bei den

niedrigeren Saccharosekonzentrationen zu erkennen; mit steigenden Saccharosekon-

zentrationen wurde dieser Effekt noch größer.

Bei der Auswertung der Keimraten zeigte sich, daß jene Explantate, die auf

einem Medium mit 3% Saccharose und 2,5µM NAA kultiviert wurden, und die

einer Photoperiode von 16 Stunden ausgesetzt waren, Mikroknollen mit der höchsten

Keimrate von 86,7% produzierten.

Insgesamt konnte also gezeigt werden, daß sich die drei unterschiedlichen Diosco-

rea–Arten über pflanzliche Gewebekultur mit gutem Erfolg vermehren lassen, wobei

sowohl Nodienkultur- als auch Mikroknollentechniken eingesetzt werden können.
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