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1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Petunien in der Jungpflanzenproduktion

Die wirtschaftliche Bedeutung von Beet- und Balkiteozen nimmt weltweit zu. Der Umsatz
dieser Pflanzen auf dem deutschen Absatzmarktdgetrwahr 2006 bereits 1,94 Mrd. € und
stieg im Jahr 2008 auf 2,01 Mrd. € an (ZMP, 2008)9. Dabei ist die Petunie von grol3er
wirtschaftlicher Bedeutung. In den Jahren 2006 2008 schaffte es diese Zierpflanze mit
jeweils 4 % auf Platz finf bzw. sechs der belidietesBeet- und Balkonpflanzen in
Deutschland (ZMP, 2006, 2009). Auch in anderen eémdz. B. den USA, konnte sich die
Petunie seit einigen Jahren als feste GroRRe auf Mkamkt der popularsten Beet- und
Balkonpflanzen etablieren (USDA, 2008).

Die GattungPetuniabesteht aus tber 35 Arten, gehort zu der Pflaaraifie derSolanaceae

und ist in Sud- und Mittelamerika heimisch (Hunzjk&979; Dole und Wilkins, 2004).

Aufgrund der genetischen Ahnlichkeiten mit fur @ierschung bedeutenden Arten (Tomate,
Kartoffel, Tabak) der Familie d&Solanaceaegnimmt die Petunie als Modellorganismus eine
wichtige Stellung ein (Dole und Wilkins, 2004 etunia hybridaist dem Verbraucher als

Gartenpetunie bekannt und erlangte ihren Belietstped vor allem aufgrund ihrer

Blutenvielfalt und Farbenpracht (Oud et al., 1998)Folge der zunehmenden Globalisierung
und der immer starkeren Nachfrage nach neuen udist minheimischen Pflanzenarten,
befinden sich sogenannte ,Blumenfarmen® nicht mehr unmittelbarer Nahe von

Bewurzelungsstationen und potentiellen Kunden (Ruikiret al., 1991). Ausgangsorte der
Petunienpflanzenproduktion sind meist Mittel- undid&merika sowie andere ahnlich
klimatisierte Regionen mit einer hohen Lichteinsluaag, wie beispielsweise Asien, Afrika
sowie Sudeuropa. Es ist von besonderer Bedeutasg, @ile Donorpflanzen unter optimalen
Bedingungen geziichtet und kultiviert werden (Véievset al., 1982). Dazu gehoren z. B.
ideale Temperaturen, Tageslangen und Lichtintdesitdaber auch die Vermeidung von
Pathogenbefall und Wasserstress (von Hentig ung&n&986; Hartmann et al., 1990). Die
Vermehrung der Pflanzen erfolgt vegetativ Uber IS8tege, da so die Uniformitat der

Pflanzen gewahrleistet werden kann und es sichdiggerum eine in der Durchflihrung
unkomplizierte Vermehrungsmethode handelt. Die tsy® Vermehrung beruht auf der
Bildung von Adventivwurzeln an der Schnittflachesd8tecklings. Das Bewurzelungs-
potential der geernteten Stecklinge wird mafRgeldigich den physiologischen Zustand der
Donorpflanze beeinflu3t (Veierskov et al.,, 1982]lier et al., 2000). Chandler (1959)
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berichtete bereits vor einem halben Jahrhundests da hohes Alter der Donorpflanzen die
Bewurzelungskapazitat der Stecklinge reduzierennkddes Weiteren konnte festgestellt
werden, dass die Umweltbedingungen und der ZustlmdPflanzen unmittelbar vor und

wahrend des Zeitpunkts der Ernte eine gro3e Rotlelén spateren Bewurzelungserfolg der
Stecklinge spielen (Conover, 1976). Somit muss me#ses Augenmerk auf den Zustand der
Donorpflanzen, aber auch auf die Auswahl des Stegdinaterials gelegt werden, damit

qualitativ hochwertiges Material zu Beginn der Rikitbnskette gesichert werden kann.

Um die bedeutendsten Absatzméarkte in Mitteleuropawies Nordamerika mit
Petunienpflanzen versorgen zu konnen und die wadesé&lachfrage der Verbraucher zu
befriedigen, sind die Zichter auf steigende Impeda Stecklingen aus den Produktions-
landern angewiesen (Mutui et al.,, 2005). Fur deman3port werden zur Platz- und
Kostenersparnis Uberwiegend unbewurzelte Stecklthget in Plastiktiten gepackt und in
Pappkartons aufbewahrt (Wang, 1987). Die Verscimgkwird mittels Lastkraftwagen und
Flugzeugen innerhalb weniger Tage bis zu einer Waehlisiert (Conover, 1976; Hartmann
et al., 1990; Rudnicki et al., 1991; Rapaka et 2008). Die Anwendung von niedrigen
Temperaturen (4-12 °C) und die Aufbewahrung vorckhitegen im Dunkeln wahrend des
Transports sind eine weit verbreitete Methode, um metabolische Aktivitat und die
Respiration des Pflanzenmaterials abzusenken, s® elae moglichst hohe Produktqualitét
erhalten werden kann (Rudnicki et al., 1991; Galtag et al., 2004; Sato et al., 2004). Nach
Ankunft in den Bewurzelungsstationen in Landern enitem kihleren Klima und geringerer
Lichtintensitat werden die Stecklinge entweder gob@wurzelt oder erneut fir einige Tage
bei niedrigen Temperaturen im Dunkeln gelagert, eime eventuelle Uberproduktion zu
vermeiden. Die Pflanzen kénnen so sukzessive amgebwerden, so dass die aktuelle
Produktionsmenge auf die Nachfrage abgestimmt wekden (Rajapakse und Kelly, 1995;
Sato et al., 2004).

1.2 Auswirkungen einer kalten Dunkelperiode in der

Jungpflanzenproduktion

In der weltweiten Jungpflanzenproduktion ist eiradtd Dunkelbehandlung (4-12 °C) von
Stecklingen flr eine koordinierte Marktregulieruwgchtig und fir den Transport aus den

Produktionslandern zu den Bewurzelungsstationenvearadig. Diese Anwendungsschritte
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bringen jedoch oft Probleme der Qualitdtsverringgrumit sich. Je langer das
Pflanzenmaterial einer Dunkelperiode ausgesetzt desto hoher konnte der mogliche
Qualitatsverlust sein. Besonders Pflanzensortentrapsschen und subtropischen Regionen
erleiden Verkihlungen und Gewebsnekrosen, was gelgemmte Bewurzelungs- und
Wachstumsfahigkeit sowie eine geringere Photosgelbestung nach sich zieht (Joyce et al.,
2000; Allen und Ort, 2001; Lopez und Runkle, 200Bas Lagerungspotential und die
Toleranz fur kuhle Temperaturen wird von der Auggaualitdt der Stecklinge, den
Bedingungen wahrend der Dunkelphase aber auch eorPflanzenart und dem Genotyp
bestimmt (Pellicer et al., 2000; Hu et al., 20@®sonders Pelargonienstecklinge zeigten eine
hohe Empfindlichkeit gegenuber kihlen und dunkleragdrbedingungen, die zu
Feuchtigkeitsverlusten und Blattseneszenz infolge werringerten Chlorophyligehalten
sowie unzureichender Bewurzelung fuhrten (Paton Scddwabe, 1987; Purer und Mayak,
1989; Arteca et al., 1996; Serek et al., 1998; Deuet al., 2004; Rapaka et al., 2008). Neben
der Pelargonie ist aber auch bei Lilien- und Chmyflsamenstecklingen eine schnell
einsetzende Blattseneszenz als Folge einer kaltamkdllagerung bekannt (Mutui et al.,
2005). Eine weniger starke Einschrankung in der Beelungsfahigkeit konnte fiir Nelken
und Chrysanthemen festgestellt werden, wenn dieckldtge zuvor bei niedrigen
Temperaturen (Nelken: 4 °C bzw. 0,5 °C; Chrysan@end °C) gelagert wurden (Garrido et
al., 1996 und 1998; Druege et al., 2000).

Um den Gewinn in der Jungpflanzenproduktion so heet mdglich und die Verluste so
gering wie noétig zu halten, muss die Produktionsképt ausgelastet und die Produktion
effektiv gestaltet werden. Dies kann nur gelingeann die Qualitdt der Stecklinge auch in
der Nachernteperiode gesichert werden kann. Obwohimerzielle Vermehrungsbetriebe
eine Vielzahl an Technologien entwickelt haben, disn Bewurzelung Uber Verdanderungen
von Umweltfaktoren mehr oder weniger erfolgreich manipulieren, sind fundamentale
Vorgange der Nacherntephysiologie sowie der bioghemen und molekularbiologischen
Regulation der Adventivwurzelbildung in Stecklingdar meisten Zierpflanzen weitgehend
unbekannt (Hartmann et al., 1990; Pellicer et281Q0; Rapaka et al., 200Betunia hybrida
ist als Vertreter der vegetativ vermehrten Ziemelen haufig Gegenstand der Forschung, vor
allem zu Themen der Blitenbiologie, aber auch zagéstellungen der Adventivwurzel-
bildung (Gerats and Vandenbussche, 2005; Ahkaaii,e2009).
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1.3 Vegetative Vermehrung und Adventivwurzelbildung (AWB)

Die Stecklingsvermehrung ist eine der wichtigsteegetativen Vermehrungsmethoden
(Bartels, 1996; Spethmann, 1997; Litauszky, 1998).ermoglicht in relativ kurzer Zeit eine
grof3e Anzahl von gleichartigen Pflanzen (Klone) moduzieren und findet deshalb im
besonderen Mal3e Anwendung in der Zierpflanzenbear{€lord et al., 2002). Nach dem
Abschneiden des Stecklings von der Donorpflanze rkbmes zur Bildung von
Adventivwurzeln, welche die Entstehung eines neMémrzelsystems und folglich einer
neuen Pflanze einleiten (Blakesley et al., P99MDas Wurzelsystem der Pflanze dient nicht
nur der Uberlebenswichtigen Aufgabe der Wasser-Mmeralstoffaufnahme, sondern auch
der Speicherung von Reservestoffen und der Verangeder spater vollentwickelten Pflanze
im Boden (Blakesley et al., 1991Kull, 1993). Die Bedeutung der Adventivwurzelhifth
(AWB) wird ersichtlich, wenn man beachtet, dassriti® % der im Gartenbau angewandten
Vermehrungssysteme von einer erfolgreichen Bewurzetlurch AWB abhangen (Davies et
al., 1994). Der Vorgang der AWB ist somit ein ehtidender Schlisselprozess um Pflanzen
erfolgreich vermehren zu kénnen (Martellet Fogaga frett-Neto, 2005; Ahkami et al.,
2009). Trotz intensiver Studien tUber den Einflues Wmweltfaktoren, z. B. Lichtintensitat
und Temperatur, auf die AWB, sind die wirtschaftbo Verluste in Folge einer

unzureichenden Bewurzelung noch immer relativ H&arin et al., 2006).

1.3.1 Funktion von Phytohormonen in der AWB

Phytohormone sind pflanzliche Signalstoffe, die meeh physiologische Antworten in der
Pflanze auslosen konnen und somit relativ unspetifisind (Pollmann, 2002). lhre
Wirkungsweise wird Uber die Konzentration, die Katgnz der reagierenden Gewebe und
synergistische bzw. antagonistische Wechselwirkamty Wirkstoffen anderer Hormon-
gruppen reguliert, so dass ein interaktives Netkveerf unterschiedlichen Reaktionsebenen
aufgebaut wird (Trewavas und Cleland, 1983; RodsgBousada et al., 1999; Pollmann,
2002).

Zu den Kklassischen Phytohormonen zahlen AuxineoKdyine, Ethylen, Abscisinséure
(ABA) und Gibberilline (Kende und Zeevaart, 199Auxine sind nahezu an allen

Entwicklungsprozessen der Pflanze beteiligt, z.bBi der Koordinierung der Vaskular-
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entwicklung, der Stimulation der Zellteilung- undferenzierung, der Wurzelbildung und
Sprossstreckung sowie der Apikaldominanz (Gaspdr Hofinger, 1988; Hartmann et al.,
1990; Nordstrom und Eliasson, 1991; Davies, 199%)ol-3-essigsaure (IAA) wurde als
erstes endogenes Phytohormon entdeckt und gilHalgptvertreter der Auxine (Davis und
Haisig, 1994; Normanly, 1997; Ostin et al., 1998kr AWB-fordernde Effekt von IAA
wurde in Studien mittels exogener Zufuhr aber auodh auxiniberproduzierenden und
auxinsensitiven Mutanten von Arabidopsis beschnglbdoncousin et al., 1988; Blakesley et
al., 1992, Koukourikou-Petridou and Bangerth, 1997; Casingtoal., 2003). Ljung et al.
(2002, 200P) publizierten, dass alle pflanzlichen Gewebe dtarRe befahigt sind IAA zu
bilden. Als Hauptsyntheseorte werden jedoch obdtengenteile, wie Apikalmeristeme,
junge Blatter und Knopsen beschrieben (Moore, 198&manly, 1997; Gatineau et al.,
1997). Die Auxine gelangen Uber polaren Transportlie Sprossbasis des Stecklings und
akkumulieren in der Wurzelzone (Moore, 1989; Eetef001; Garrido et al., 2002). Die
Regulation des endogenen Gehalts erfolgt Gber gidafon oder Konjugatbildung (z. B. mit
Zuckern, Aminosauren) der physiologisch aktiveneftd AA zur inaktiven Form (Blakesley
et al., 199% Ostin et al., 1998). Studien zur IAA-Biosynthese, B. in Arabidopsis
(Normanly et al., 1993; Miuller und Weiler, 2000;kBardt, 2001) und Mais (Wright et al.,
1991) tragen zur allgemeinen Auffassung bei, dassB&wurzelungsvorgang vom Zustand
der Auxinsensitivitat der Zellen beeinflusst wikdelcher von der Hohe der IAA-Transport-
und Akkumulationsrate in der Wurzelzone regulistt(Ford et al., 2002; Garrido et al., 2002;
Martellet Fogaca und Fett-Neto, 2005). In der Indeswerden fur die kommerzielle
Vermehrung und beim Auftreten von IAA-Limitierungeauch synthetische Auxine wie
Indol-3-ylbuttersaure (IBA) oder Naphtylessigsa(M&\A) exogen angewendet (Zimmerman
und Wilcoxon, 1935; Martellet Fogaca und Fett-Ne2005). Vor allem IBA wird eine
bessere Forderung der Wurzelinduktion als IAA naslagt, jedoch ist die Wirkung dieses
Auxins speziesabhéngig (Epstein und Wiesman, 1da@8mtmann et al., 1990; De Klerk et al.,
1997 und 1999). Es konnte nachgewiesen werden, IBassuch in einigen Pflanzenarten
endogen vorkommt (Epstein et al., 1988; Nordtsréad.e1991; Ludwig-Mduller, 2000).

Cytokinine werden hauptsachlich in den Wurzeln lsghsiert und tber das Xylem in der
Pflanze verteilt (Letham, 1994). Sie wirken in zaldhen pflanzlichen Entwicklungsstadien
indem sie u. a. Zellteilungs- und differenzierurmygi@nge kontrollieren, die Samenkeimung
induzieren, die Bewurzelung besonders in der friRdrase inhibieren und die AWB
regulieren (Eriksen, 1974; Bollmark und Eliasso®3@; Bollmark et al., 1988; Binns, 1994;
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Davies, 1995). Wechselwirkungen mit Auxinen wurdém verschiedenen Studien
beschrieben. Die Akkumulation in der Sprossbasis, Rlosynthese und der Export von
Cytokininen aus der Wurzel scheint Uber Auxine kalfiert zu werden (Hansen et al., 1987;
Bangerth, 1994; Li et al., 1995; EKIof et al., 1R9%Budem wurde festgestellt, dass ein hoher
Auxingehalt in Kombination mit einem niedrigen Chitaingehalt die AWB positiv
beeinflusst (Hartmann et al., 1990). Transkriptgseh in Arabidopsis zur Expression von
ipt-Genen in Wurzelspitzen lassen Rickschlisse aufWikung der Cytokinine als
Expressionsrepressoren zu (Miyawaki et al., 20@®4& untersuchten Gene codieren das
Enzym Isopentenyltransferase, welches den erstehritiScder Cytokininbiosynthese
katalysiert.

Ehtylen ist ein weiteres Phytohormon, das an dguRéon der AWB beteiligt ist (Clark et
al., 1999; Shibuya et al., 2004). Zimmerman unctchtibck (1933) schrieben Ethylen eine
fordernde Funktion in der AWB zu. Gegensatzlichgdbnisse stellten jedoch Nordstrém und
Eliasson (1984) fest. Auch andere Untersuchungegthylenbeteiligung an dem Prozess der
Bewurzelung variieren recht stark. So konnte fig &ewurzelung von Stecklingen der
Mungbohne und Tomate eine stimulierende (Hitchcoe# Zimmerman, 1940; Robbins et
al., 1983 und 1985) oder hemmende (Roy et al., 1€02man et al., 1980; Geneve und
Heuser, 1983) Wirkung von Ethylen beobachtet wertiudge und Swanson (1978) stellten
keinen Einfluss von Ethylen an der AWB bei Mungbehrfest. Die Ursache der hohen
Variabilitat der Ethyleneffekte auf die Bewurzelupggrinden Clark et al. (1999) damit, dass
Pflanzen eine unterschiedliche Ethylensensitivitit Abhangigkeit ihres Entwicklungs-
stadiums aufweisen. Die Autoren fiihrten Versuche ethiyleninsensitiven Mutanten von
Tomate (NR) und Petunie (44568) durch und stefiégshy dass in beiden Fallen die Mutanten
weniger Wurzeln entwickelten als die Wildtyp-Pflanz(Clark et al., 1999). Auch durch die
Zugabe von IBA oder 1-Aminocyclopropancarbonsaw€(Q) zeigten die Mutanten der
Tomaten- und Petunienpflanzen eine schlechtere AW HRlie Wildtypen (Clark et al., 1999).
Im Gegensatz dazu wird der fordernde Effekt vonyletn auf den Bewurzelungsprozess in
anderen Publikationen vor allem in ZusammenhangAuiinen gebracht (Hartmann et al.,
1990). Auffassung ist es, dass Ethylen den Auxmsipart in den GefalRbindeln beeinflusst
und IAA akkumuliert wird, was die AWB iniziiert (Ahi et al., 2006).

Die Rolle von ABA in der AWB ist noch unklar und ndi immer wieder mit kontraren
Ergebnissen beschrieben. So soll ABA hemmend (Hamnet al., 1990) bzw. fordernd (Basu
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et al., 1968) auf die Bewurzelung wirken oder keiigfekt aufweisen (Biran und Halevy,
1973). Zu den Gibberillinen sind wenige Untersugdem bekannt. Sie werden mit ihrer
Wirkungsweise meist nicht in Verbindung mit dem Berelungsprozess gebracht (Hansen,
1988). Dennoch zeigte sich eine hemmende Beeinihgsauf die AWB, wenn Gibberilline
dem Wachstumsmedium zugegeben wurden (Hansen, Ha8@8nann et al., 1990).

1.3.2 Ablauf und Phaseneinteilung der AWB
1.3.2.1Traditionelle Konzepte

Zu Beginn der Forschungsarbeiten wurde der Bewumgslorgang als einzelner Prozess
angesehen, welcher tUber den Hauptfaktor Auxin gestevird (Davis und Haissig, 1994).
IAA, als wichtigster Vertreter der Auxine, wurdesatrstes endogenes Phytohormon mit
einem fordernden Effekt auf die Bewurzelung entti¢blavis und Haisig, 1994; Normanly,
1997; Ostin et al., 1998). Man ging davon aus, #&aswahrend des gesamten Verlaufs der
AWB nétig ist (Haissig, 1972; Eriksen und Mohamm@®,74). Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass IAA die Wurzelinduktion férdert, im aggren Prozess der AWB die
Differenzierung und das Langenwachstum der Adventiveln allerdings hemmt (Collet,
1985; Geneve et al., 1988; Lyndon, 1990; Ripettiakt 1994). Basierend auf diesen
Ergebnissen wurde die AWB in einen zwei Phasen d@3znterteilt: die etwa vier Tage
dauernde auxinaktive Phase (i) und die sich aresgénde auxininaktive Phase (ii)
(Hartmann et al., 1990). Die Aufgliederung verdiette die antagonistische Rolle der
Auxine wahrend der Bewurzelung (Blakesley et a@91). Zudem wurden auch weitere
Substanzen, wie Zucker, Phenole und Oxidasen ekiidelie mit Auxin in einem
Hormonkomplex, dem Rhizokalin, assoziiert sein teall (Bouillenne und Went, 1933;
Bouillenne und Bouillenne-Walrand, 1947). Diesenifiex wurde aber nie identifiziert oder

isoliert.

Es folgten eine Vielzahl von histologischen Untersingen an verschiedenen Pflanzenarten,
die morphologische Veranderungen wahrend der AWBesgen sollten (Favre et al., 1970
und 1973; Hicks, 1987; Moncousin et al., 1988; Baltk et al., 1988; Ranjit et al., 1988).
Daraus ergab sich eine detaillierte Phasenbescimgibnter histologischen Gesichtspunkten
(Blakesley et al., 1991 Kevers et al., 1997). Anfangs wurden zytologis€heignisse, wie
die Verdichtung des Zytoplasmas und das AnschweiteanNuclei beschrieben, gefolgt von
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ersten Zellteilungen, meristematischen Zellen (@hand Chan, 1976) und einer erhdhten
RNA-Synthese (Lee et al., 1978). Die meristematiachZellen formieren sich zu
Wurzelmeristemen und differenzieren sich zu orgarien Strukturen, den Wurzelprimordien
(Hartmann et al., 1990). Anschliessend erfolgen ldaggenwachstum und die Bildung von
Wurzeln, bis es zum Ausbruch der Wurzelstruktunes @er Stangelbasis kommt (Hartmann
et al., 1990).

Die erhaltenen morphologischen Erkenntnisse wunanweiteren Untersuchungen zum
Verlauf der Auxinkonzentration wahrend der AWB kamert (Abb. 1) (Kevers et al., 1997).

Aus biochemischer Sicht findet eine Dedifferenzigphase statt in der Zellen kompetent
werden (d. h. nur diese Zellen besitzen das Palemtif einen Wurzelstimulus zu reagieren)
und sich dann zu Wurzelmeristemen entwickeln (@lanson und Warnick, 1983; Wilson,

1994; Jasik und De Klerk, 1997).

Danach setzt eine Erhéhung des endogenen Gehalfieian IAA im Wurzelbereich der
Sprossbasis ein (Maldiney et al., 1986; Moncousial.e 1988; Jarvis, 1986). Der Gehalt an
konjugierter, physiologisch inaktiver IAA sinkt @tesley et al., 19@). Ludwig-Mdller et al.
(1993) beobachteten, dass der Gehalt an freier iAAArabidopsis am dritten Tag am
hdchsten war und eine vermehrte Zellteilung stadkf@er Anstieg von IAA induziert bei den
kompetenten Zellen die Teilung sowie die Bildungnv/urzelmeristemen, bis hin zur
Differenzierung und Wachstum von Wurzelprimordiemndrhalb der Sprossbasis
(Christianson und Warnick, 1983; Jarvis, 1986; Bklky et al., 199). Die bereits von
Hartmann et al. (1990) definierte auxinaktive Phdsenn unter Einbeziehung der
histologischen Ereignisse als Induktionsphase @}yeichnet werden (Christianson und
Warnick, 1983).

Die endogene Konzentration von freier I1AA sinkt weid der weiteren morphologischen
Differenzierung ausserhalb der Sténgelbasis deeki8tgs wieder ab (Christianson und

Warnick, 1983; Koukourikou-Petridou and Bangertd97). Experimente zeigten, dass eine
Zufuhr von exogener IAA den Ausbruch der Wurzelmidien aus der Stangelbasis hemmt
(De Klerk et al., 1990). Diese auxininaktive Phasterminiert das Langenwachstum der
Adventivwurzeln, wohingegen in der Induktionsphatie Wurzelanzahl festgelegt wird

(Hartmann et al., 1990; Garrido et al., 1998).
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Abb. 1: Flussdiagramm der Adventivwurzelbildung.
Zellen erlangen wéahrend der Dedifferenzierung diemidetenz zur Wurzelbildung, die durch ein
Stimulus (Auxin) induziert werden muss, damit esZallteilungen und zur weiteren Differenzierung
innerhalb des Sprosses (Induktionsphase) und danawhAusbruch der Wurzeln aus der Stangelbasis
kommt (verandert nach Lovell and White, 1986, Harimet al., 1990 und Geneve, 1991).

1.3.2.2Funktion der Wundreaktion in der AWB

Die AWB ist wundinduziert, d. h. mit dem Abschneiddes Stecklings von der Donorpflanze
wird eine Wundreaktion hervorgerufen, die aussajgdgnd fir die spatere Bewurzelung ist
(Hartmann et al.,, 1990; De Klerk et al., 1999). 4@ Verletzungsvorgang stellt die

Initiationsreaktion fiir den Beginn der AWB dar (Bikerk et al., 1999). In den Zellen kommt

es zur Synthese und Freisetzung von Kkatabolischemynien (z. B. Peroxidasen,

Phospholipasen, Glucanasen), die Zellstrukturen Zekwande- und membranen abbauen
(De Klerk et al., 1999). Diese Abbauprodukte werdeunding-related compoundgenannt
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und sollen den Bewurzelungsprozess férdern, inderhesspielsweise durch Konjugation mit
IAA-Oxidasen die Auxinsynthese positiv beeinfluss@fan der Krieken et al., 1997; De
Klerk et al., 1999). Es wurde festgestellt, dassndénzyme, wie die Peroxidasen, die den
Auxinkatabolismus vorantreiben, zu Beginn der AWiBhrer Aktivitat reduziert sind und der
Gehalt freier IAA erhoht ist. Im weiteren Verlauferd Wurzelbildung steigt die
Peroxidaseaktivitat wieder an und der Gehalt arerfriAA sinkt (Moncousin et al., 1988;
Berthon et al., 1989; Gaspar et al., 1992).

Polyphenolische Verbindungen sind Antioxidantierd wnchtige Hilfsstoffe zu Beginn der
AWB. Sie verhindern die Oxidation freier IAA undhédzen das Pflanzengewebe, indem sie
mit reaktiven Sauerstoffspezies, die wahrend demdkkaktion unter Stress entstehen,
reagieren (De Klerk et al.,, 1999; Naija et al., 00Aufgrund ihrer antioxidativen
Wirksamkeit tragen Phenole zum Erhalt physiologisktiver IAA bei und férdern in der
frihen Phase die AWB (Gaspar et al., 1990; De Kétrdid., 1999).

Eine Verwundung resultiert in allen Pflanzen inegikrhdhung des endogenen Gehalts von
Jasmonsaure, welche damit eine weitere wundreaspmzifische Verbindung darstellt (Van
der Krieken et al., 1997; Schilmiller und Howe, 8R0Durch den schnellen, transienten
Anstieg des endogenen Jasmonatlevels kommt esxqregsion spezifischer Gene, die fur
Enzyme der Jasmonatbiosynthese, Abwehrproteine,r adnech fur Enzyme des
Zuckermetabolismus (z. B. Zellwandinvertase) catier(Roitsch und Gonzélez, 2004;
Schaarschmidt et al., 2006; Wasternack, 2007).

Neben den aufgefihrten Verbindungen gibt es weitesggnalmolekile, wie
Stickstoffmonoxid, Wasserstoffperoxid oder Kohlefgshonoxid, die ebenfalls Einfluss auf
die Bildung von Adventivwurzeln haben sollen (Paggat et al., 2004; Xu et al., 2006; Li et
al., 2007 und 2009).

1.3.2.3Allgemeines 3—Phasenmodell der AWB

Aus den neuen biochemischen und histologischennBtkessen lasst sich ableiten, dass die

AWB ein Prozess aus verschiedenen voneinander glggmPhasen ist, der unterschiedliche

Konzentrationsansprtiche an Auxin stellt (Keveraletl997; De Klerk et al., 1999). Dennoch
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ist eine exakte Definition der Phasen und Ablaedativ schwierig, weil die Beobachter die
Phasen unterschiedlich einteilen und die PhasealBagverschiedenen Pflanzenspezies stark
varileren kann (Blakesley et al., 1991 Zudem konnen in manchen Arten (Pappel,
Mungbohne, Salix) die Wurzelmeristeme schon latevadebildet sein, so dass die AWB der
Stecklinge bereits in einem spateren Stadium dawkitionsphase beginnt (Hartmann et al.,
1990; De Klerk et al.,, 1999). Weit verbreitet isasdModell zur AWB, welches den
Bewurzelungsprozess in drei Phasen unterteilt (Ahb(Jarvis, 1986; Moncousin, 1991,
Klevers et al., 1997; De Klerk, et al., 1999).

Die physiologische Induktionsphase (i) ersetzt dervorherigen Einteilungen definierten

Zeitraum der Dedifferenzierung (Hand, 1994). Dialuktion ist durch molekulare und

biochemische Schritte gekennzeichnet, ohne dasghuolmgische Veranderungen sichtbar
sind (Kevers et al., 1997; De Klerk et al., 1993llen erlangen ihre Kompetenz zur Bildung
von Wurzelmeristemen, die Wundreaktion lauft ab, vesrden wundresponsive Gene
exprimiert und Auxin akkumuliert in der Stangellsag\nschlieRend werden in der Initiation
(ii) durch die Stimulierung von Auxin Zellen zur ifteng angeregt, wodurch es zur Bildung
von Wurzelmeristemen kommt. Das Wachstum und dite2inzierung dieser Zellen fuhren

zur Anordnung von organisierten Strukturen, den &lprimordien mit einer typischen

Dom-Form. In diesem Stadium sinkt der Gehalt vorxiAuab. Die letzte Phase wird als
Expression (iii), der Differenzierung der Primomlizu Wurzeln, dem Langenwachstum und
Austritt der Wurzeln aus der Stangelbasis, definjgevers et al.,, 1997; Fett-Neto et al.,
2001). Die Rolle der Kohlenhydrate wird vor allerm ider Wachstums- und

Differenzierungsphase von Wurzelstrukturen als (@uelfir Energie und Kohlenstoff-

Skelette angeseheHdissig, 1986; Veierskov, 1988)
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Abb. 2: Schematischer Ablauf des 3—Phasen ModellgdAdventivwurzelbildung.
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In der Induktionsphase finden molekulare und biotisehe Prozesse wie die Wundreaktion statt. Es
kommt zur Ansammlung von Auxinprotektoren sowie wiing-related compounds (WRCs) und zur
Expression von wundresponsiven Genen. Auxin stenulkompetente Zellen zur Bildung von
Wourzelstrukturen. In der Initiationsphase kommtzeszytologischen Veradnderungen (Verdichtung des
Zytoplasmas, Anschwellen von Zellkernen) und ergtehiteilungen. Meristematische Zellen formieren
sich zu Wurzelmeristemen, die sich zu Wurzelprinemdorganisieren. Kohlenhydrate dienen als
Energielieferant. Zu diesem Zeitpunkt sinkt der #ugehalt durch eine erhféhte IAA-Oxidaseaktivitét.
Die dritte Phase umfasst das weitere Wachstum ie®ifferenzierung zu Wurzeln und der Austritt aus
der Stangelbasis.

1.3.2.4Phaseneinteilung der AWB in Petunienstecklingen

Ahkami et al. (2009) untersuchten in einer kirzlelblizierten Studie den Verlauf der AWB
in Petunienstecklingen. Dabei wurde nicht nur datlizhe Verlauf von morphologischen

Veranderungen in der Stangelbasis untersucht, soralech biochemische und molekulare
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Prozesse analysiert. Die Gehaltsanderungen vonodasimre und ihrer Vorstufe Oxo-
Phytodiensdure (OPDA), von Kohlenhydraten, Aminosdu und Metaboliten des
Tricarbonsaurezyklus wurden bestimmt. Des Weitevaurden Transkriptanalysen von
Genen, die fur Enzyme aus dem Kohlenhydratmetahabs codieren, durchgefiihrt und
Aktivitdten bestimmter Enzyme des Kohlenhydrathalisls gemessen. Beruhend auf den
neuen Erkenntnissen aus metabolischen Vorgangemettfn die Autoren einen 3—Phasen

Mechanismus der ersten zwei ,klassischen* PhaserA@¢B in Petunienstecklingen (Abb.

3).

[ R ~ Source
N
/RUBI\ [ |

R5P TP —> TP— FBP— F?P
&E v/( S6P

4
Nucleotide | Starke |
——Saccharose

Phenole
\ J

( Phloem ? )

Saccharose ATP ADP

. J
Apoplast a0y * Sink
Hexosen «—— Saccharose H* .

eytiny i Etablierung

[
Saccharose \

Hexosen

vaclnv
rSaccharose

Amyloplast

Hexosen

Vakuole

Glycolyse

Protein
N l AWB

Qninoséure «— TCA Zyklus Zymm/

Abb. 3: Darstellung der metabolischen Ereignisse wiend der Adventivwurzelbildung in Petunie.

Assimilate werden in Source-Geweben (Blatter) sgtigiert und in die Sténgelbasis transportiert, um
dort einen neu etablierten Sink zu versorgen. Weakiionsspezifische Verbindungen induzieren uiea. d
Genexpression der Zellwandinvertase, die Sacchairosdexosen spaltet, welche tber den Mono-
saccharidtransporter STP in die Zellen gelangenSé#iden nach dem Abschneiden des Stecklings
beginnt die Recovery Phase, welche ab 72 StundedignMaintenance Phase ibergeht. Sie ist
gekennzeichnet durch symplastischen Saccharosptndangus den Blattern in das Sink-Gewebe. Die
synthetisierten Hexosen stehen als Energiequalldas Wurzelwachstum zur Verfiigung oder werden in
Form von Starke im Plastiden gespeichert. (verdndarh Ahkami et al., 2009).
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Die Sink-establishment Phaseird von der Wundreaktion nach dem Abschneiden des
Stecklings von der Mutterpflanze eingeleitet. DieiMireaktion in der Stangelbasis initiiert
die Etablierung eineSinks ein photosynthetisch inaktives Gewebe, indem daaund der
Precursor OPDA stark ansteigen und wundresponsaree Gduzieren. Folglich kommt es z.
B. zur erhdhten Aktivitat der Zellwandinvertase weides Monosaccharidtransporters (STP4),
welcher im Apoplast lokalisiert ist. Saccharose dwim dieser frihen Phase aus
photosynthetisch aktiveisourceGeweben (Blatter) in die Stangelbasis transpartikn
Apoplast wird das Disaccharid durch die Zellwanéinase in Hexosen gespalten, welche
Uber den STP4-Transporter in das Zytosol gelangem,sie zur Wundheilung und fur
metabolische Vorgange aufgebraucht werden.

Der Zeitabschnitt von 48 bis 72 Stunden nach decKiihgsernte wird alfRecovery Phase
bezeichnet. In dieser Phase kommt es zur Synthebdnanslokation von Assimilaten in das
SinkGewebe. Der Gehalt an Gesamtprotein, von Aminesdund Kohlenhydraten sowie die
Aktivitat der in den Kohlenhydratmetabolimus invigiten Enzyme steigen an, Saccharose-
abbauende Enzyme sinken in ihrer Aktivitat. Zudemmt\iiber eine gesteigerte Genexpression
von CycB1, ein Markergen fiir mitotische Zellteilu(fjorceddu et al., 1999), der Ubergang
zur Maintenance Phasdéab 72 Stunden) eingeleitet. In dieser Phase rdiffeeren sich
meristematische Zellen zu Wurzelprimordien. Saasgsteigt in den Blattern an, wird in die
Sprossbasis transportiert und symplastisch entladdnzu Hexosen abgebaut. Diese werden
entweder als Starke gespeichert oder stehen algiEqeelle zur Verfigung. Das Wachstum
und die Differenzierung von Wurzelstrukturen weraknmch einen erhéhten Verbrauch von

Energie und Assimilaten sowie einer gesteigerteeifrsynthese vorangetrieben.

1.3.3 Schlusselrolle der Kohlenhydrate in der AWB

Im Verlauf der Bewurzelung treten morphologischeraelerungen auf, gekennzeichnet
durch Zellzuwachs und Wachstum sowie Ausdifferenzig zu Wurzelstrukturen. Grundlage
daftr bilden Syntheseprozesse von z. B. Nucleiesumd Proteinen aus Kohlenstoff-
gerusten, welche Uber den Kohlenhydratmetabolisrous Verfiigung gestellt werden
(Haissig, 1974; Stitt und Krapp, 1999). Zudem gspeghe adaquate Nahrstoffzufuhr in Form
von Kohlenhydraten als Energiequelle und Struktomgonenten bei der Wurzelmorpho-

genese eine Schlusselrolle. Nur eine genugendegiebereitstellung in der Sprossbasis
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gewahrleistet einen Massezuwachs und ist damit womittelbarer Bedeutung fur die

Festlegung der Fahigkeit zur Wurzelbildung (Hais4ig84; Veierskov, 1988; Davis, 1988;
Kevers et al., 1997; Li und Leung, 2000). Neben li¢eraktion mit dem Stickstoff- und

Nucleinsduremetabolismus sind Kohlenhydrate auclightresponse- und Phytohormon-
pathways involviert (Coruzzi und Zhou, 2001; EMlis al., 2002; Léon und Sheen, 2003),
indem sie z. B. als Signalmolektle den Transpont &axin (IAA) modulieren und Gene der
IAA-Biosynthese kontrollieren kénnen (Léon und She@003; Takahashi et al., 2003;
Gibson, 2004). Hexosen konnen Uber Feedback-HemndisgAktivitat von Saccharose-

abbauenden Enzymen (Invertase, Saccharosesynthegeljeren (Koch, 2004; Gibson,

2005).

1.3.3.1Einfluss des Transports von Kohlenhydraten

Die zellulare Physiologie und die Entwicklungseppvahrend der Rhizogenese sind eng
mit der Synthese, dem Transport und der Speichersogie dem Verbrauch von
Kohlenhydraten verknupft (Sheen et al., 1999; Gibs2000; Smeekens, 2000). Hbhere
Pflanzen besitzen die Fahigkeit, Photosynthese etreiben. Dieser Prozess ist eine
endergonische Reaktion, bei der unter Ausnutzung tichtenergie C@ aus der
Umgebungsluft mit Wasser zu Glucose und Sauersiofgewandelt wird (Hel3, 1993).
SogenannteSourceGewebe sind photosynthetisch aktive Gewebe, wien ZBeispiel
vollentwickelte Blatter, in denen die Kohlenstofamsilation erfolgt. Sie produzieren
Photoassimilate, welche Uberwiegend in Form vonclsaose Uber das Phloem zu
photosynthetisch eingeschrénkten oder inaktiven ébew §inkg, wie z. B. junge Blatter,
Wurzeln sowie Sprossmeristeme, transportiert werded dort die Nahrstoffversorgung
garantieren (Benjamin und Wren, 1978; Sonnewald Eibdeth, 1998). Die Hauptprodukte
der Photosynthese sind Saccharose und Starke (HL883; Pammeter et al., 1993).

Aufgrund des Tag- und Nachtrhythmus kommt es zi8gmoUnterschieden im Kohlenstoff-
haushalt. Die Photoassimalatsynthese kann nur wélder Lichtperiode stattfinden, so dass
Veranderungen ausgeglichen werden miissen. Ubesighiebildete Kohlenhydrate kénnen
in Form von Starke akkumuliert und bei Dunkelheempbilisiert werden (Geiger und
Servaites, 1994; Sonnewald und Ebneth, 1998). Zusténtgen in der Pflanze in Anpassung
an den Energiebedarf katabolische Prozesse, wie die Glycolyse und der Zitratzyklus.
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Dabei wird Glucose zu Wasser und Sauerstoff abdelanlbei die Energiedquivalente ATP
und NADH+H" entstehen. Aufgrund dieser dynamischen Ablaufenkane stetige
Versorgung der Pflanzengewebe realisiert und Waahaind Entwicklung gewahrleistet
werden (Geiger et al., 2000). Unterschiedliche ®tuddeuten darauf hin, dass die
Kohlenhydratverfiigbarkeit und der Kohlenstofftram¢paus SourceBlattern in die Sinks
einen wesentlichen Einfluss auf die Bildung von Adtivwurzeln haben (Okoro and Grace,
1976; Haissig, 1984; Tschaplinski and Blake, 198%nd et al., 1994). Saccharose stellt die
Hauptform fur den Zuckertransport in Pflanzen ddulder, 1983; Zrenner et al., 1996heen
et al., 1999). Saccharose ist auch die wesentkaidenstoffquelle fiir die Entwicklung von
SinkGeweben und foérdert dadurch die Bildung von Adwewirzeln (siehe Kapl.3.2.4)
(Farrar et al., 1995; Zrenner et al., 139kahashi et al., 2003; Gibson, 2005; Ahkami.et a
2009).

1.3.3.2Beeinflussung der Photosyntheseaktivitét

Die fur die AWB wichtige Verfugbarkeit und Verteilg von Kohlenhydraten hangt von der
Photosyntheseaktivitat der Stecklinge ab (Pelli@eral., 2000; Cross et al., 2006). Die
Photosyntheserate wird von Umweltfaktoren, wie tiahd Temperatur stark beeinflusst.
Eine zu geringe Lichtintensitat reduziert die Pegtidheserate und damit die Produktion von
Assimilaten in den Blattern. Dies hat zur Folgesdauch der Transport von Kohlenstoff-
verbindungen zu de8inkseingeschréankt ist und damit Wachstum und Entwinluerzogert
ablaufen (Nemali und van lersel, 2004; Cross et 2006). Des Weiteren wird die
Photosyntheserate aufgrund von zu hohen als aucperngen Umgebungstemperaturen
herabgesetzt. Dieser Effekt wirkt sich negativ digf Spaltung, die Verfugbarkeit und den
Transport von Kohlenhydraten in der Pflanze ausréfal988; Hikosaka et al., 2006). In der
Dunkelheit wird die Respirationsrate aufgrund etebif emperaturen gesteigert, so dass der
Abbau von Kohlenstoffverbindung vermehrt stattfin@@#ao und Grodzinski, 1996).

Zudem tragen auch diginkGewebe selbst zur Regulation der Photosynthesé(ress et
al., 2006). Als Starke eineSinkGewebes wird die F&ahigkeit des Assimilatimports
bezeichnet. Diese Starke bestimmt den Kohlenhydsstiund folglich die Energieversorgung
der Meristeme (Farrar, 1993). Damit ein Gleichgéwizwischen Source und Sink

aufrechterhalten bleibt, muss in den Blattern eiagleichbare Menge an Kohlenhydraten
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synthetisiert oder in Form von Stérke gespeicherten wie inSinkGewebe gebraucht wird
(Arp, 1991; Farrar, 1993; Farrar und Jones, 200lichn et al., 2002). Es konnte gezeigt
werden, dass eine Kihlung v&@inkGeweben dieSinkStéarke, also den Kohlenstoffbedarf,
herabsetzt (Arp, 1991; Farrar, 1993; Reekie et B97). Aufgrund einer geringeren
Verbrauchsrate von Saccharose $imkverglichen mit der Syntheserate BourceGewebe,
kommt es zu einer Saccharoseanreicherung inSielkZellen. Die allgemeine Auffassung
ist, dass dieser Assimilatstau die Translokatigesr@duziert und letztendlich zu einer
Akkumulation von Kohlenhydraten in den photosyngwt aktiven Blattern fuhrt (Arp, 1991;
Stitt, 1991; Farrar, 1993). Die Zuckerformen Glieasd Saccharose selbst scheinen als
Signalmolekile zu fungieren, indem sie lber Feedithbammung die Photosyntheserate
herunterregulieren und die Genexpression der Sidrkgnthese sowie die Respiration
induzieren (Stitt, 1991; Goldschmidt und Huber, Z;9%arrar, 1993; Coruzzi und Zhou, 2001,
Rook und Bevan, 2003).

1.3.3.3Regulatorische Enzyme im Kohlenhydratstoffwechsel

Die SinkRegulation fiihrt zu Veranderungen der Metaboligemtration und Aktivitat von
Schlusselenzymen im Kohlenhydratmetabolismus (Krapm Stitt, 1995; Zhou und
Quebedeaux, 2003). Besonders @mkStarke scheint erheblich von den Saccharose-
spaltenden Enzymen Invertase und Saccharosesyn{BakgY) abhéangig zu sein. SUSY
spaltet Saccharose reversibel unter Verbrauch vb# Uh Fructose und UDP-Glucose,
wohingegen Invertasen das Disaccharid irreversinbeGlucose und Fructose hydrolisieren
(Sturm, 1999; Pego et al., 2000; Koch, 2004). Sanistehen beim Saccharoseabbau durch
Invertasen doppelt so viele Hexosesubstrate, wetdheSignalmolekiile agieren. Dadurch
besitzen Invertasen eine hohe Kapazitat spezifigcickersensoren zu stimulieren und haben
folglich Einfluss auf die Expression verschiede@@ne (Sturm und Tang, 1999; Smeekens,
2000; Koch, 1996, 2000, 2004). Es zeigte sich, @Gdssose besonders in Geweben mit hoher
Zellteilungsrate akkumuliert (Sturm, 1999; Gibs®Q05). Bei der Bildung neuebink
Strukturen konnte zu Beginn eine erhdhte Invertdsatit in den Vakuolen und danach in
der Zellwand festgestellt werden (Andersen et28l02; Wachter et al., 2003). Es ist bekannt,
dass Jasmonsaure, die wahrend der Wundreaktionegin®B der AWB vermehrt in der
Stecklingsbasis nachzuweisen ist, Gene induziéet,fiit die Zellwandinvertase codieren

(Ahkami et al., 2009). Folglich steigt die Aktivitdieses Saccharose-abbauenden Enzyms an



1 EINLEITUNG 18

und fordert die Etablierung vo8inkGeweben (Ahkami et al., 2009). Generell lasst sich
daraus die Aussage treffen, dass Invertasen diiiyl von Entwicklungsprozessen in neuen
SinkGeweben einleiten (Sonnewald et al., 1997; Stunad Tang, 1999; Koch und Zeng,
2002).

Pflanzliche Invertasen kdnnen hinsichtlich ihnres@ptimums und ihrer Lokalisation in drei
Isoformen eingeteilt werden: neutrale zytosolistheertasen (i), saure vakuolare Invertasen
(i) und saure zellwandgebundene apoplastischertisen (iii) (Sturm, 1999; Koch, 2004).
Die verschiedenen Klassen der Saccharose-spaltdadeyme Ubernehmen innerhalb der
Pflanze unterschiedliche physiologische Funktiof#dib. 4).

Suc

Zellwandinvertase

Phloementladung

Versorgung der Sinkgewebe

Stresssignale

Regulation der Zuckerverteilung

Antwort auf Verwundung und Pathogeninfektion

v

Glu + Fru Suc
' :
]
]

/ Suc——— Glu + Fru \

Glu + Fru «———— Suc+1

44---
<«

Zytosolische Invertasen
Vakuolare Invertase o _
Respiration/Anabolismus

Osmoregulation Biosynthese von priméaren und
Zellstreckung sekundaren Stoffwechselprodukten

Kohlenhydratspeicher Regulation der Genexpression
Antwort auf Kaltestress durch Zucker

o % /

Abb. 4: Ubersicht der pflanzlichen Invertase-Isofomen und ihrer wichtigsten Funktionen.
Saccharose (Suc) kann durch die Zellwandinvertasédpoplast zu Glucose (Glu) und Fructose (Fru)
abgebaut werden, welche dann in das Zytosol getanggosolische Invertasen bauen Saccharose im
Cytosol ab und vakuolére Invertasen spalten Saoskan den Vakuolen (verandert nach Sturm, 1999).
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Die Aufgaben der zytosolischen Invertasen sinddsistoch recht unbekannt, jedoch sollen
sie an respiratorischen sowie anabolischen Prozebs¢eiligt sein und primare bzw.
sekundéare Stoffwechselprodukte synthetisieren (&tut999; Koch, 2004). Die sauren
|6slichen Invertasen sind in den Vakuolen der Zellekalisiert und tragen mit der
Bereitstellung von osmotisch hoch aktiver GlucoseAufrechterhaltung des Zellturgors bei,
welcher als treibende Kraft fur die Zellstreckunigkiv(Sturm, 1999; Koch, 2004). Uberdies
regulieren diese Invertasen das Hexose / Sacchgiarbdiltnis und generieren wahrend der
Entstehung vorSinkGeweben glucosebasierte Signale, welche die TgsRahigkeit von
Zellen dieser Gewebe vorantreiben (Sonnewald €199.1; Sturm und Tang, 1999; Andersen
et al., 2002; Wéachter et al., 2003). Die Aktividdr Zellwandinvertase steigt im weiteren
Entwicklungsverlauf deSinkGewebe an. Die Zellwandinvertasen versorgen wacksand
sich entwickelndeSinkGewebe und regulieren die Phloementladung (Stw989; Koch,
2004).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Aus aktuellen Untersuchungen von Ahkami et al. @06t der zeitliche Ablauf der AWB in
Petunienstecklingen gut bekannt. Allerdings wurée diesen Analysen nicht der Einfluss
einer Dunkelbehandlung der Stecklinge bertcksithiigder Jungpflanzenproduktion ist eine
kurzzeitige Dunkellagerung von Stecklingen bei nggh Temperaturen jedoch ein
unumganglicher Prozessschritt wahrend des TrarsportBewurzelungsstationen, der sich
negativ auf die spatere Photosyntheseaktivitat sdtahlenhydratreserven und folglich auf
die Bewurzelungsfahigkeit der Stecklinge auswirké&mnte. Eine gezielte Steuerung und
Einflussnahme auf die Bewurzelungskapazitat ist ldbgwenn der zeitliche Verlauf der
AWB, aber auch die daraus resultierenden physistbgin Veranderungen hinreichend
bekannt sind. Aufgrund des komplexen Entwicklungspsses der Rhizogenese konnten
noch nicht alle Ablaufe und Einflussfaktoren aufgek werden. Veroffentlichungen zu
histologischen Studien der Entwicklung von Advewtivzeln in Stecklingen wahrend einer

Dunkelperiode existieren derzeit nicht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit galt es dahen Henfluss einer temporaren kalten
Dunkelbehandlung auf die AWB und die damit verburade Veranderungen von

biochemischen und zytologischen Prozessen in Sigeki vonPetunia hybriddMitchell’ zu



1 EINLEITUNG 20

untersuchen. Dabei sollten Kenntnisse Uber das BEmhngsverhalten unter
unterschiedlichen Umweltbedingungen wéhrend der kBinund Lichtphase sowie den
zeitlichen und morphologischen Ablauf der AWB, unteesonderer Betrachtung der
Wechselwirkung mit der Kohlenhydratverfiigbarkeit, engpnnen  werden. Die
Zusammenhange zwischen der Dynamik der Kohlenhyoinaentrationen und den
Veranderungen bestimmter Enzymaktivititen des Zuktabolismus sollten aufgeklart

werden.

Als erster Schritt sollten die Auswirkungen verscd@ner Umweltfaktoren, wie z. B.
Temperatur und Lichtintensitat, auf die Bewurzekfabigkeit von Petunienstecklingen
untersucht werden. Nach der Etablierung eines get#g Modellsystems galt es mittels
histologischer Analysen, Erkenntnisse Uber morpiietihhe Zustandsadnderungen unter dem
Einfluss einer kalten Dunkelbehandlung im Vergleizh unbehandelten Kontrollen zu
gewinnen. Die Auswirkungen auf den Kohlenhydratielismus und die Aktivitat
spezifischer Schlisselenzyme sollten mit analytlscdechemischen Methoden ermittelt
werden. Zudem sollten Messungen des,@aswechsels von zuvor dunkel gelagerten
Petunienstecklingen Aufschluss Uber eine eventuelipassung der Photosyntheseaktivitat

wahrend der Bewurzelung geben.

Die Untersuchungen an Petunienstecklingen solltefsehluss tUber den Verlauf der AWB
unter dem Einfluss einer temporéaren kalten Dunkedbdlung unter besonderer
Berucksichtigung des Kohlenhydrathaushaltes gelbendazu beitragen, den Bewurzelungs-

prozess in der Jungpflanzenproduktion zu optimieren
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Gerate und Apparaturen

Elementaranalyser Vario EL
Kugelschwingmiihle Retsch MM 301
Mikroskop Axiolmager Al

Kamera AxioCam MRc5
Mikrotiterplatten Reader Tecan Spectra
Mikrotom Leica RM 2155
Thermomixer

Zentrifuge Sigma 3K30 / Zent 3
Tischzentrifuge VWR Galaxy 14D
Kahlzentrifuge Biofuge 15R
Vakuumpumpe Vacuubrand CVC 2
Speed Vac Savant SPD 111V

Schwebekorper-Durchflussmesser

Blattflachenmessgeréat LI-3100 Areameter

Rotor Speed Mill pulverisette 14
Ultra Microplate Reader EL 808
Mikrotiterplatten Costar EIA / RIA

2.2 Chemikalien und Enzyme

Elementar Analysetesye, Hanau
Retsch, Haan
Carl Zeiss, Jena
Carl Zeiss, Jena
Tecan,|straim
Leica Instruments, Nussio
Eppendorf, Hamburg
Sigma Laborzengén, Osterode
VWR, Darmstadt
HERAEUS, England
Vacuubrand, Wertheim
Savant, Mlnchen
WESTPHAL, Ottafrun
Licor,daim, USA
Fritsch, Idargddtein
BIO-TEK, Bad Frigtishall
Corning Incarmted, Corning, USA

Alle verwendeten Chemikalien, Enzyme und Verbraoeterialien wurden, sofern nicht

weiter spezifiziert, in analytischer Qualitat vorend Firmen AppliChem (Darmstadt,
Deutschland)Bio-Rad(Munchen, Deutschland), T. BakeDeventer, Niederlandenyerck
(Darmstadt, Deutschland)Morphisto® (Frankfurt, Deutschland),Roche (Mannheim,

Deutschland) undRoth (Karlsruhe, Deutschlandsowie Sigma-Aldrich (Taufkirchen,

Deutschland) bezogen.
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2.3 Pflanzenmaterial und Wachstumsbedingungen

Samen vorPetunia hybridaMitchell’ (W115) (doppelt haploide Hybride as axillaris und

P. hybrida’'Rose of Heaven’) wurden mit 70 % Ethanol, 10 YO (0,1 % SDS-L6sung)
sterilisiert und dreimal mit Aqua dest. gereinifdfie Keimung erfolgte unter sterilen
Bedingungen in Petrischalen auf 2 MS Medium (Muigssi& Skoog, 1962) bei 25 °C (16
Stunden Licht) in einem Klimaschrank (Rubarth AgperGmbH, Laatzen, Deutschland).
Nach 14-tdgiger Keimungszeit wurden die Samling8ubstrat (Torfbasis; Einheitserde Typ
VM, Patzer, Sinntal-Jossa, Deutschland) in Anzwdtdgken (72er Multitrays) umgesetzt und
im Gewéachshaus platziert. Nach vier Wochen wurderkiginen Petunienpflanzen in Tépfe
(Durchmesser: 12 cm) umgesetzt, die gedingtes Ulsfsat (Einheitserde Typ ED-73 mit
Optifer, Patzer, Deutschland) enthielten. Nach aveit vier Wochen erfolgte eine erneute
Umsetzung in groRere Topfe (Durchmesser: 16 cmypedtingtem Torfsubstrat (Einheitserde
Typ ED-73 mit Optifer).

Die Mutterpflanzen wurden einmal wdchentlich mitkdphos spezial (16 % N, 8 %@,

22 % KO, 3 % MgO und Mikronadhrstoffe, COMPO GmbH Minsteegutschland) fllissig
gedingt. Hierbei wurden folgende Nahrstoffkonzeitren im Substrat angestrebt und durch
Substratanalysen im vierzehntagigen Rhythmus kbietto 150 mg L* Stickstoff (N);
100 mg L* Phosphor (P); 300 mgt Kalium (K). Im Gewéachshaus waren die Mutter-
pflanzen den natirlichen Lichtbedingungen ausggsedie zur Zeit des jeweiligen
Experimentes im Gewachshaus auftraten. Der Eirsagr Schattierung erfolgte, wenn die
Lichtintensitat eine héhere PPFD (Photosynthetiot@th Flux Density) als 720 pmol s *
(400 — 700 nm) erreichte. Die Tageslange wurdeetnittiner Abdunkelung auf 10 Stunden
begrenzt. Die Sollwerte fur die Heizung/ Luftungnv20/22°C (Tag) bzw. 16/18 °C
(Nacht) bewirkten eine mittlere Temperatur von 23C7und eine relative Luftfeuchtigkeit
von 57,8 %.

Der Mutterpflanzenbestand umfasste 80 Pflanzenviait Wiederholungsparzellen, welche
aus je 20 Pflanzen aufgebaut und systematisch iwaGeshaus angeordnet waren (Abb. 5).
Einmal pro Woche wurden die Austriebe an den Mpftanzen entfernt, wobei stets zwei
Blatter inklusive Axillarknospen an den jungen Dee belassen wurden. Dadurch wurde die
Neubildung von Seitentrieben angeregt, so dasPfth@zen eine buschig-gedrungene Gestalt

annahmen. Aufgrund des regelmafRigen Ruckschnittdsder auf 10 Stunden begrenzten
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Tageslange wurde die Blutenbildung unterbunden. Patunienpflanzen wurden ca. drei
Monate nach der Keimungszeit fiur experimentelle Ifgen genutzt. Die Erneuerung des

Mutterpflanzenbestandes erfolgte ca. alle finf Mena

XEEEEEEEEER X
Parzelle 1
XEEEEEEEEEN X ® Parzelle 2
Parzelle 3
X ©0 00600000 0X W Parzelle 4
X Rand
X 0 0000000 0 X

Abb. 5: Anordnung des Mutterpflanzenbestandes im Geéachshaus.

2.4 Versuchsbedingungen

Stecklinge gleicher Grof3e mit finf bis sechs Bfattwurden vier Stunden nach Beginn der
Lichtphase geerntet und nach dem Entfernen von déuatterpflanzen in das
Bewurzelungssubstrat Perlite Perligran A (Partik@dg 0 — 6 mm, pH 7,0; Knauf Perlite
GmbH Dortmund, Deutschland) in Bewurzelungsschd&b m x 0,32 m) gesteckt. Jede
Schale wurde mit einer lichtdurchlassigen Plastikiea abgedeckt, um ein stabiles
Mikroklima und eine hohe Luftfeuchtigkeit zu gewi#isten. Die Stecklinge wurden dann
einer 16 tagigen Lichtphase in einer Phytokammeor¢k, Mannheim, Deutschland)
ausgesetzt. Die Phytokammer war mit Leuchtstofeihdes Typs Philips Master TLD
58W / 830 ausgestattet. Die Versuche zur Messuad@s@gswechsels wurden in einer anderen
Phytokammer (Yorck) am Standort Grol3beeren durcigefin der Phytokammer waren
Leuchtstoffrohren des Types Philips Agro SUN-T 40MNgebracht. Die klimatischen
Verhéltnisse wurden den typischen Wachstumsbedgeyunn der Jungpflanzenproduktion
wahrend der Wintersaison in Mitteleuropa angepdzistPPFD betrug 100 pmolfs * bei
einer Temperatur von 22 °C Uber 10 Stunden. Nashisie eine Temperatur von 20 °C
eingestellt. Die Bewasserung der Stecklinge erdoghmal pro Tag mit Leitungswasser. Die
chemische Zusammensetzung des Leitungswassars Asthang aufgelistet (Tab. I).

Zur Dunkelbehandlung wurden Stecklinge direkt nagbm Abschneiden von den

Mutterpflanzen in unperforierte Plastiktiten in Plagrtons verpackt und unter dunklen
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Bedingungen bei 10 °C fur sieben Tage in einem K&amrank (Binder, Tuttlingen,
Deutschland) gelagert. AnschlieBend wurden dieseckhige den oben erlauterten

klimatischen Konditionen in Bewurzelungsschalenrféun Tage bei Licht ausgesetzt.

2.5 Probennahme von Stecklingsmaterial

Zu unterschiedlichen Terminen wurde ein halber egter der Stangelbasis mit einem
Skalpell sauber abgetrennt, in ein Eppendorf Tubwesvogen (Feinwaage, Sartorius
Gottingen, Deutschland) und anschlieBend in Flgsiskstoff gefroren. Fir die Blattproben

wurden mit Hilfe eines Korkbohrers zwei Blattsclexib aus dem zweitaltesten

vollentwickelten Blatt gestanzt (1,0054 cm?) unérmdp verfahren wie mit den Stangelproben
(Abb. 6). Die Proben wurden bei —80 °C fur die Arsah aufbewahrt.

Abb. 6: Stecklingsbeprobung.
0,5 cm Stangelbasis und zwei Blattscheiben destahesten Blattes wurden beprobt.

2.6 Wurzelbonitur von Stecklingen

Jeder durchgefiihrte Versuch wurde mit einer Wurathr von zehn Stecklingen pro
Parzelle und Behandlung (n = 40) beendet. Die Beg#lungsrateBR) wurde aus der Anzahl
der bewurzelten Stecklinge fewurzepy UNd der Anzahl der gesteckten Stecklinggefecit

bestimmt (Formel 1).



2 MATERIAL UND METHODEN 25

BR(%) — (100%) [ r‘bewurzelt)

n 1)

gesteckt

Zur Bestimmung der Wurzelanzahl wurden die Wurzaio Steckling ausgezahlt und der
Mittelwert aller untersuchten Stecklinge gebildees Weiteren erfolgte eine Einteilung der
Wurzeln in Langenklassen< 1 cm,i>1 cm,i > 2 cm,i >3 cm,i >4 cm,i >5 cm) (Druege
et al., 2007). Die Gesamtwurzellangeurde wie in Formel 2 dargestellt fir jeden Steukl
berechnet und anschlieRend fur alle Stecklinge teltniwobeix; die Wurzelanzahl der
jeweiligen Wurzellangenklasse) (und |; die fur die jeweilige Klasse definierte mittlere
Wurzellange darstellt (0,5 cm; 1,5 cm; 2,5 cm; &§ 4,5 cm; 5,5 cm) (Druege et al., 2007).

X(cm) = 26 x. O (2)

i=1

2.7 Bestimmung der Trockenmasse, der Blattflache und aeStangellange

Ein Steckling wurde zur Ermittlung des Trockengdwas in einem Alu-Schiffchen
eingewogen und bei 80 + 2 °C bis zur Massekongjetrocknet. Die Masse des Ruckstandes
wurde durch Differenzwagung ermittelt. Fur die Gashselmessungen wurde pro
Behandlung und Probenahmetermin (t=0 d, t=7 d, thldie Trockenmasse von 4 Schalen
mit je 16 Stecklingen bestimmt (n = 4). Alle andeirgebnisse zur Gesamttrockenmasse,
der Blatt- und Stangelmasse wurden von 32 Steaktirgymittelt (n = 32). Die Bestimmung
der Wurzeltrockenmasse erfolgte nach demselberipyigdoch wurde die durchschnittliche

Wurzeltrockenmasse von 8 Stecklingen pro Probe/mmitwWiederholungen ermittelt (n = 32).

Die Bestimmung der Blattflache erfolgte zu Begires d/ersuches, nach sieben Tagen und
am Ende des Versuches mit dem Blattflachenmessge&it00 Areameter (Licor, Lincoln,
USA). Fur jede Behandlung und jeden Probenahmetenmrde die Blattflache mit und ohne
Stangelanteil von 4 Schalen mit je 16 Stecklinger 4) bestimmt. Die Stangellange von 32
Stecklingen pro Behandlung und Probenahmetermiddi%=7 d, t=14 d) wurde mit einem

Lineal ausgemessen.
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2.8 Histologische Analysen

Proben (0,5 cm Stéangelbasis) wurden in einer FA&4bg fixiert (100 mL bestehend aus:
5,4 mL Formalin (3 %), 65,6 mL Ethanol (96 %), 5 raisessig und 24 mL Aqua dest.)
(Gerlach, 1984). Die Proben wurden anschlieBendspesthend den Angaben nach
Morphisto® (Frankfurt, Deutschland) in Paraffin (J. Baker, Deventer, Niederlande)
eingebettet (Tab. 1).

Tab. 1: Methode der Probeneinbettung in Paraffin neh Morphisto®

Medium Zeit Vakuum Temperatur
70 % Ethanol 24 Stunden - 20 °C

80 % Ethanol 20 Minuten Ja 20 °C
90 % Ethanol 20 Minuten Ja 20 °C
96 % Ethanol 20 Minuten Ja 20 °C
96 % Ethanol 20 Minuten Ja 20 °C

Eosinfarbung

(0,5 mg mL? Isopropanol) 3 Minuten Ja 20 °C

100 % Isopropanol 20 Minuten Ja 20 °C
100 % Isopropanol 20 Minuten Ja 20 °C
100% Xylol-Ersatz 20 Minuten Ja 20 °C
100 % Xylol-Ersatz 20 Minuten Ja 20 °C
Xylol / Paraffin (1:1) 40 Minuten Ja 55°C

100 % Paraffin 90 Minuten Ja 55°C

FUr jeden Termin und jede Behandlung wurden zetlobd?r der Stangelbasis untersucht
(n = 10). Langsschnitte von 10 pm wurden mit eirkiévh 2155 Microtom (Leica Instruments,
Nussloch, Deutschland) geschnitten. Die Farbunglgtd in FCA-L6ésung nach Etzold
(Neufuchsin-Chrysoidin-Astra blau: 100 mL g4 0,1 g Neufuchsin, 0,143 g Chrysoidin,
1,25 g Astra blau und 20 mL Eisessig) (Morphisteé®nkfurt, Deutschland). Diese Methode
farbt lignifizierte Zellwéande, das Cytoplasma und dellkerne rot. Unlignifizierte Zellwande
werden blau dargestellt. AnschlieRend wurden dab@&mn in Kunstharz Ultrakit (J. T. Baker,

Deventer, Niederlande) eingedeckelt. Die mikroskopé Auswertung erfolgte mit einem
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Axiolmager Al Mikroskop in Kombination mit einer /oCam MRc5 Kamera (Carl Zeiss,
Jena, Deutschland). Die Proben wurden hinsichtlibher Entwicklungsstruktur in

unterschiedliche Kategorien eingeordnet. Stadium zdigte keine Anzeichen von
Entwicklungsstrukturen der Adventivwurzelbildung WA). Erste neue meristematische
Zellen kennzeichneten das zweite Stadium der L&hgsse. Im dritten Stadium zeigte sich
die Differenzierung von meristematischen ZellenV¥urzelprimordien. Im letzten Stadium

waren das Streckenwachstum und der Austritt dez@fisichtbar.

2.9 Bestimmung des Kohlenhydratgehaltes
2.9.1 Prinzip der Methode

Die enzymatische Kohlenhydratbestimmung beruht def Messung des wahrend der
Reaktion von Glucose-6-Phosphat zu 6-Phosphogllaciom gebildeten NADH+H
welches ein Extinktionsmaximum bei einer Wellenéngn 340 nm besitzt. Zuvor werden
durch Zugabe von bestimmten Enzymen (Abb. 7), Glaecéructose, Saccharose und Starke
zu Glucose-6-Phosphat umgewandelt. Die Konzentrates gebildeten NADH+H ist

aquivalent zur Zuckerkonzentration in der Probe.

Starke

a-Amyloglucosidase

y

Invertase Hexokinase
Saccharose » Glucose | + | Fructose 1K) » F6-P
HK
y
P Phosphoglucoseisomerase (PGI)
GG6P <
NAD* )
NADH+H* G6P-DH
y
6PGL

Abb. 7: Prinzip der enzymatischen Kohlenhydratbestinmung.
Saccharose wird durch das Enzym Invertase in Glucosl Fructose gespalten. Starke kann mittels
Amyloglucosidase in Glucose gespalten werden. Dagye Hexokinase (HK) phosphoryliert Fructose
zu Fructose-6-Phosphat (F6-P). Glucose-6-Phos@&R) entsteht einerseits durch die Phosphorylierung
von Glucose und andererseits durch die Phosphoggismmerase (PGI) katalysierte Reaktion von
Fructose-6-Phosphat (F6-P). Bei der Umsetzung viuecdSe-6-Phosphat (G6P) zu 6-Phosphoglucono-
lacton (6PGL) durch das Enzym Glucose-6-Phosphgtiteenase (G6P-DH) wird Wasserstoff auf
NAD" tibertragenDie Konzentration des gebildeten NADH*HKt dquivalent zur Zuckerkonzentration in
der Probe
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2.9.2 Probenextraktion

Nach der Probenahme von je acht Stangel- und Bidim (n=8) pro Termin und
Behandlung (siehe Kapit@.5) wurde das Ausgangsmaterial mit einer Kugelsepmihle
(Retsch, Haan, Deutschland) im gefrorenen Zustamdl worheriger Zugabe von 0,7 mL
80 %igem Ethanol vollstandig homogenisiert (10 MB0 s%). Danach wurden die Proben
fur 60 Min. bei 80 °C inkubiert. Nach dem Abkihleaf Eis erfolgte die Zentrifugation bei
4 °C far funf Min. (14000 rpm, Kihlzentrifuge 3K3&ent 3 Sigma, Osterode, Deutschland).
Der Uberstand wurde abpipettiert und in neue Epperitlbes tibertragen. Die verbliebenen
Probenpellets wurden fir die Starkemessung beni. Eppendorf Tubes mit dem
Probenuberstand wurden in einem Speed Vac-Ger&aiiaMunchen, Deutschland) bei
50 °C fur 90 Min. vollstandig evaporisiert. Ansafliend wurde die getrocknete Probe in

250 pL Aqua dest. resuspendiert.

Fur die Messung der Starkekonzentration wurdenPdabenpellets drei Mal mit 80 %igem
Ethanol gewaschen und durch Zugabe von 200 puL (KN ein Starkeverdau tber Nacht
bei 4 °C durchgefiihrt. Nach erneuter Zugabe von [A00KOH wurden die Proben
homogenisiert und bei 95 °C fir 60 Min. inkubiekthschlie3end erfolgte die Neutralisation
der Proben durch Zugabe von 70 puL 1 N EssigsaueePibben wurden eine Min. bei 4 °C
zentrifugiert (14000 rpm, Kuhlzentrifuge 3K30/Ze& Sigma, Osterode, Deutschland).
50 pL des Probeniiberstandes wurden im Verhéltriisniit Reaktionspuffer (2 mg mt
Amyloglucosidase (7 mg, Roche, Mannheim, Deutschland) in 50 mM NaAc, pi2)5
gemischt und fur funf Stunden bei 55 °C inkubiert.

2.9.3 Bestimmung der l6slichen Zucker und Starke

Die loslichen Zucker (Glucose, Fructose, sowie Bamuse) und Starke wurden, wie in
Hajirezaei et al. (2000) beschrieben, mit geringfég Anderungen enzymatisch bestimmt.
Vor der Messung wurden die Proben fir eine Min. #8C zentrifugiert. 10 bis 20 pL
Probenvolumen wurden in Wells auf eine Mikrotitetfg (Corning Inc., Corning, USA) mit
290 bis 280 puL Reaktionspuffer Il (100 mL Reaktjuiger 1 (100 mM Imidazol-HCI, 5 mM
MgCl,, pH 6,9), 150 mg NAD (MG: 663,43 g mdl AppliChem Darmstadt, Deutschland),
60 mg ATP (MG: 605,2 g mol, Roche)) pipettiert. Das Gesamtvolumen pro Mikenti
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plattenwell betrug 300 pL. Danach wurde 1 puL deszyErs Glucose-6-Phosphat-
dehydrogenase (G6P-DH) (Roche) in einer 1:2 Verdidgmmit Reaktionspuffer | (100 mM
Imidazol-HCI, 5 mM MgCI2, pH 6,9) zugegeben, diekkdititerplatte fir 15 Min. bei 37 °C
inkubiert und die Extinktion bei 340 nm gemesseiesP Prozedur erfolgte anschlielend
nacheinander mit den Enzymen Hexokinase (HK) (Rpdheeiner 1:3 Verdinnung,
Phosphoglucoseisomerase (PGI) (Roche) in einerVedlinnung und Invertase (10 mg

Invertase (Roche) in 100 pL Reaktionspuffer II).

Die Qualitat der Messungen wurde durch Mitfihren @andardreihen der einzelnen Zucker
Uberprift. Die Kohlenhydratkonzentrationen beretdmesich aus der Extinktionsdifferenz
AH nach der jeweiligen Enzymzugabe (Glucosessplpi-Enk, Fructose: korEuk,
Saccharose: Rerase-Epc)), multipliziert mit dem Well-MessvolumeXiy der Mikrotiterplatte
und dem totalen ExtraktvolumeNte. Dieses Produkt wurde durch den Extinktions-
koeffizienten von NADH+H (340 nm; E = 6,19, das Probenextraktvolumen auf der Platte
Ve und die Schichtdické sowie die Frischmass&N) geteilt (Formel 3). Zur Berechnung
der Saccharosekonzentration wurde aufgrund dercEhsaidstruktur der Nenner (siehe

Formel 3) zusatzlich mit 2 multipliziert.

pmol AH W/M (uL) W/TE (uL)

) e

pmol Cem

Die Starke wurde vollstdndig zu Glucose abgebadtnach der Methode von Hajirezaei et
al. (2000) bestimmt. Dabei wurde die Starkekonzgiutn als Glucoseaquivalente in pmol pro
Gramm Frischmasse berechnet, wobei hier im Veigleic den l6slichen Zuckern zwei
weitere Grofen (InkubationsvolumerVv|)( und das Aliquotvolumen V) aus dem

Starkeverdau) eingefuhrt wurden (Formel 4).

C(“mmj = AH IV, (u) Wy () IV, (ue)
g E(Mj V, ()Y, () @ o) FM (g)

pmoltm
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Der Gesamtgehalt der nicht strukturellen Kohlenht@lrwurde als Summe von Glucose,
Fructose und Saccharose sowie Starke berechnedamdHexose / Saccharose-Verhéltnis

bestimmt.

2.10 Bestimmung des Gesamtstickstoff- und Kohlenstoffgetttes

Der Gesamtstickstoffgehalt und der Gesamtkohlefggtbélt in Petunienstecklingen wurden
nach der DUMAS-Methode bestimmt (Ehrenberger, 199br der Messung wurden die
Proben fur 24 Stunden bei 60 °C getrocknet und cdanait einer Mihle (Rotor Speed Mill
Fritsch, ldar-Oberstein, Deutschland) gemahlen.e ERrobe wurde aus 16 Stecklingen
vereinigt. Es wurden je drei biologische Wiederinglen zweifach mit einem Elementar-
analysator (Elementar Analysensysteme, Hanau, Bldatsd) gemessen (n = 6). Mit diesem
Gerat wurden die Proben (10-20 mg) nach dem DUMNABahren katalytisch in
Sauerstoffatmosphéare bei 980 °C verbrannt und diestehenden Verbrennungsgase
analysiert. Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstaferden in die Oxidationsprodukte
Kohlenstoffdioxid, Wasser sowie Stickoxide (NO, NQiberfuihrt. Als Tragergas dient
Helium, welches die Oxide Uber ein Reduktionsreitet. Bei 550 °C erfolgt die quantitative
Reduktion zu Stickstoff und Kohlenstoff, deren Qehait einem Warmeleitfahigkeits-
detektor analysiert wird.

2.11 Bestimmung des Gesamtproteingehaltes

Die Gesamtproteinmenge wurde mit dem Bradford-Rragsay (Bradford, 1976) von BIO-
RAD (Bio-Rad, Minchen, Deutschland) bestimmt, ure @&nzymaktivititsmessungen in
Blatt und Stangelbasis der Petunienproben auf desai@tproteingehalt zu normieren. Der
Farbstoff Coomassie brilliant blue hat ein Absapsmaximum von 465 nm. Im sauren
Milieu bindet dieser Farbstoff an Proteine, was etner Verschiebung des Absorptions-
maximums auf 595 nm fuhrt. Die Zunahme der Absorptiei 595 nm ist das MalR3 fur die
Proteinkonzentration in der gemessenen Probe bezngesinen BSA-Standard (BIO-RAD).
Zehn pL des Probenextraktes (Kapit2l12.2) wurden mit 230 pL Aqua dest. in
Mikrotiterplatten-Wells vorgelegt. AnschlieRend wan 60 pL der Bio-Rad-Stammlésung

(mit Ethanol, Phosphorsaure) zugegeben und fur &hninkubiert. Die Absorption wurde
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bei 595 nm gemessen. Man erhalt ohne weitere Beuvachdie Konzentration in pg Protein
pro 10 uL Probe. Die Umrechnung erfolgte in mg &rrotbezogen auf das fur die

Homogenisierung der Proben eingesetzte Puffervatui®@0 pL) (KapiteR.12.2).

2.12 Bestimmung der Aktivitaten von ausgewahlten Enzymeinles

Kohlenhydratstoffwechsels
2.12.1 Prinzip der Methode

Die photometrische Bestimmung der Enzymaktivitatube auf dem Prinzip der Ab- oder
Zunahme der Konzentration von NADH+*HDurch Zugabe der jeweiligen Substrate, die
durch die zu bestimmenden Enzyme umgesetzt werdeém, die Reaktion gestartet.
NADH+H" besitzt ein Extinktionsmaximum bei einer Wellegérvon 340 nm. Die Messung
der Exktinktionsverdnderung wird pro Zeit angegel@f / min). Alle nachfolgenden
Enzymaktivitaten wurden photometrisch mit einem dbetsyolumen von 300 pL bestimmt.

Alle Messungen erfolgten im linearen Anstieg desdRiktbildung.

2.12.2 Probenextraktion

Zu jedem Termin und fur jede Behandlung wurdenegghs Proben der Sténgelbasis und des
Blattgewebes genommen (n = 6). Die Probenextraktiorde nach der Methode von Zrenner
et al. (1995) mit geringen Veranderungen durchgefibie Proben (zweimal 0,5 cm
Stangelbasis, 2 Blattscheiben) wurden mit einer efsghwingmuhle (Retsch, Haan,
Deutschland) im gefrorenen Zustand zerkleinert wmadh Zugabe von 500 pL Puffer
(1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 15 % Glycerin, 5 mM Mg&l50 mM Tris, 5 mM Mercapto-
ethanol, 0,1 mM Pefablocphosphatase-Inhibitor, ) Bomogenisert. Anschliel3end wurden
die Proben fur 10 Min. bei 4 °C zentrifugiert (1400pm, Kuhlzentrifuge HERAEUS,
England), der Uberstand wurde abgezogen, in 20liglaiert und bei —80 °C eingefroren.
In den nachfolgenden Kapiteln sind die Schritte Bewbenaufbereitung zur Messung der
jeweiligen Enzymaktivitaten erlautert. Eine Ubensider dafiir verwendeten Pufferlésungen
sind in Tab. 2 dargestellt.
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Tab. 2: Ubersicht der Pufferzusammensetzung zur BEésmmung von Enzymaktivitaten

Enzymaktivitat Puffer

Invertasen Puffer I.: 200 mM Imidazol-HCI, 5 mM MgG| pH 6,9
Puffer II: 200 mL Puffer I, 150 mg NAD

Glucokinase 100 mM Tris, 5,5 mM MgQQt mM ATP und 0,8 mM
NAD, pH 8,0
Phosphofructokinase 75 mM Hepes, 15 mM Mg&ImM Fructose-6-Phosphat,

0,1 mM NADH, pH 7,9

cytosolische FBPase 100 mM Imidazol, 5 mM Mg®l25 mM NADP, pH 7,1

Glucose-6-P Dehydrogenase 100 mM Glycylglycin Ruffe0 mM MgSQ, 150 mM
Glucose—-6-Phosphat, 60 mM NADP, pH 8,0

Pyruvatkinase 50 mM TES, 10 mM MggC40 mM KClI, 0,1 mM NADH, 2
mM DTT, 0,5 mM PEP, pH 7,9

2.12.3 Vakuoléare und cytosolische Invertasen

Die Aktivitatsmessungen der vakuolaren und cytssbken Invertasen wurde nach der
Methode von Zrenner et al. (1996&lurchgefiihrt. 20 pl der aufgetauten Probe wurzien
Messung der vakuolaren Invertaseaktivitdt mit 30Adua dest., 20 uL 50 mM Natrium-
acetatpuffer (pH 5,2) und 20 pL 0,5M Saccharoselgsfur drei Stunden bei 37 °C
inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 10 uL 1Tkk-Puffer (pH 8,0). Die Proben
wurden fr finf Min. bei 95 °C erhitzt und anscBind auf Eis abgekuhlt.

Die Inkubation fUr die Bestimmung der cytosoliscHawertaseaktivitat erfolgte mit 40 pL
Aqua dest., 20 puL 50 mM Hepes (pH 7,5) und 20 p& M, Saccharoselosung fir drei
Stunden bei 37 °C. Die Proben wurden funf Min. @i°C erhitzt und anschliel3end auf Eis
abgekuhlt. 290 bis 280 uL Reaktionspuffer (Taburd) 10 bis 20 uL Probenvolumen wurden
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auf die Mikrotiterplatte (Corning Inc., Corning, Bp gebracht. Bei der Reaktion wird

Saccharose von der Invertase in Glucose und Frigespalten. Die Enzyme Hexokinase
und Phosphoglucoisomerase katalysieren die welenevandlung zu Glucose-6-Phosphat.
Als letzter Schritt wird das Endprodukt 6-Phosphiegholacton gebildet, bei dem

Wasserstoff auf das Co-Enzym NADbertragen wird. Die entstandene Menge NADH+H
wird bei 340 nm photometrisch bestimmt.

Die EnzymaktivitatU wurde in nmol mii* mg™* Protein berechnet (Formel 5). Dabei wurde
die Extinktionsdifferenz aus der ermittelten Pr¢id¢l ) und dem Nullwert AH yyw) mit dem
MessvolumenVy, dem totalen Extraktvolumeivsg und dem Inkubationsvolumew,
multipliziert und durch das Produkt aus dem NADH+EktinktionskoeffizientenE, der
Schichtdicke d, der Inkubationszeit t,, Probenextraktvolumen Ve und dem
ProbeninkubationsvolumerVp; sowie dem ProteingehalP der Probe geteilt. Die
Multiplikation mit dem Faktor 1000 diente der Umineang der Enzymaktivitat von pmol in

nmol.
U( nmol j _ (AH -AH NW) Wiy () Vg () ¥ (i) [1000 (5)
mintmg E( “m:LEbmj [l (cm) 1, (min) Ve (HL) W, (“L) [P(mg)

2.12.4 Glucokinase

Die Glucokinase gehort zu den Hexokinasen und ysitat die Phosphorylierungsreaktion
der Glucose zu Glucose-6-Phosphat. 30 bis 40 pbhePnwaurden auf der Mikrotiterplatte mit
260 bis 270 pL Reaktionspuffer (siehe Tab. 2) uhec@e-6-Phosphatdehydrogenase fir 10
Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion deidurch Zugabe von 10 pL Glucose
einer 60 mM Stammlésung gestartet. Die Messundegtinktion von NADH+H erfolgte bei
340 nm.

Die Enzymaktivitaty wurde in nmol mift mg™* Protein berechnet (Formel 6). Es wurde die
Extinktionsdifferenz aus der ermittelten Prol#H() und dem Nullwert AH nw) mit dem

MessvolumenVy, und dem totalen Extraktvolumérye multipliziert und durch das Produkt
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aus dem NADH-+H-ExtinktionskoeffizienterE, der Schichtdickel, dem Faktor 60 und dem

ProbenextraktvolumeNe sowie dem Proteingehdh der Probe geteilt. Die Berechnung der
Enzymaktivitat erfolgte fur die in den Kapiteth12.5 bis2.12.8 aufgelisteten Enzyme auf
dem gleichen Weg.

U ( r.lmol \J — (AH —AH NW)WM (”L) WTE (HL [1000 ()
minCing E( “IL[b j [l (cm) @dmin) WE (ML) [P(mg)
|\ umol&m i

2.12.5 Glucose-6-Phosphatdehydrogenase

20 bis 40 pL Probe wurden mit 260 bis 280 pL Reagpuffer (Tab. 2) in Mikrotiter-
plattenwells gegeben. Die Zugabe von 20 pL Gluépbosphat startete die Umwandlung
zu 6-Phosphogluconolacton. Bei dieser Reaktiongirfie Ubertragung von Wasserstoff auf
NAD* zu NADH+H', dessen Extinktion bei 340 nm gemessen wurde. BRigechnung
erfolgte wie in Formel 6 dargestellt (KapielL2.4).

2.12.6 Phosphofructokinase

Die Aktivitat der Phosphofructokinase wurde in Amteng an Wong and ap Rees (1971)
durchgefuhrt. 15 pL Probe wurden mit 285 puL Pufséehe Tab. 2) in Mikrotiterplattenwells
gemischt. Dazu wurden nacheinander je 1 puL der imBezyAldolase, Glycerol-3-
phosphatdehydrogenase und Triosephosphatisomdr@se&/) gegeben. Die Reaktion wurde
nach funf Min. Vorinkubation bei Raumtemperaturtelg Zugabe von 20 pL 1 mM ATP-
Losung gestartet. Am Ende der Reaktionskette drtséeis Dihydroxyacetonphosphat
Glucose-3-Phosphat, wobei NADH+Hehydrogeniert wird und die Extinktion bei 340 nm

abnimmt Die Bestimmung der Enzymaktivitat erfolgewn Formel 6 (Kapite?.12.4).
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2.12.7 Cytosolische Fructose-1,6-bisphosphatase

Die Bestimmung der Aktivitat der cytosolischen Rose-1,6-bisphosphatase (FBPase) wurde
nach der Methode von Kelly et al. (1982) durchgefid0 pL Probe, 260 uL Puffer (Tab. 2)
und je 1 pL der Enzyme Gluose-6-phosphatdehydragenamd Phosphoglucoseisomerase
(1,0 U mL™") wurden nacheinander auf eine Mikrotiterplatteajem. Durch die Zugabe von
20 pL 50 mM Fructose-1,6-bisphosphat (F1,6-BP) wudie Reaktion gestartet. F1,6-BP
wird mittels FBPase zu Fructose-6-Phosphat deploogldrt. Uber das Zwischenprodukt
Glucose—6-Phosphat erfolgt die Umwandlung in 6-Bhogluconolacton. Dabei entsteht
NADH+H", dessen Extinktion bei 340 nm gemessen wird. Diereéhnung der

Enzymaktivitat erfolgte wie unter Kapit2l12.4 beschrieben.

2.12.8 Pyruvatkinase

Die Bestimmung der Pyruvatkinase (PK) erfolgte inleéhnung an die Methode von Ireland
et al. (1980). 10 bis 30 pL der Probe wurden zu [@8®90 uL Puffer (Tab. 2) gegeben und
mit 1 pL Laktatdehydrogenase (4 U) vermischt. DeaRion wurde durch Zugabe von 20 pL
1 mM ADP-LOsung gestartet. Die PK katalysiert dieakRtion von Phosphoenolpyruvat zu
Pyruvat unter der Bildung von ATP. Pyruvat wird @mem nachsten Schritt zu Lactat
umgewandelt, wobei das Co-Enzym NADH+M/ asserstoff abgibt und zu NADeagiert.

Die abgesunkene Extinktion von NADH+Hvird bei 340 nm gemessen. Die Berechnung

erfolgte wie in Formel 6 dargestellt (KapielL2.4).

2.13 CO,-Gaswechselmessungen
2.13.1 Messprinzip des CQ-Gaswechsels

Die Messung der CGaswechselraten von Petunienstecklingen erfolgteinem offenen
System. Dafir wurden in einer Klimakammer 20 Bewiumgsschalen mit je 16 Stecklingen
in zwei Reihen aufgebaut. Als Messklvetten diemtienmit einer lichtdurchlassigen Haube
abgedeckten Schalen, so dass der Gaswechsel von 28axKivetten pro Versuch
aufgezeichnet werden konnte. Unter dieser Voramssgtwurden die C&OGaswechselraten

des gesamten Stecklings in seiner naturlichen Bestwmgsumgebung Uber die komplette
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Versuchszeit unter nicht invasiven Bedingungen ldete. Kammerluft wurde Uber eine

Pumpe angesaugt und den Schalen zugefihrt (Abb. 8).

—L_H Messkivette

—  Kammerluft

Kuvettenluft

Schwebekdorper-
durchflussmesser

Pumpe

Magnetventil

0 0 |

Infrarot-CO,-Sensor

Abb. 8: Prinzip der Gaswechselmessung.
Uber eine Pumpe wurde Kammerluft angesaugt und 8bkkuche zu den Messkiivetten transportiert.
Vorgeschaltete Schwebekorperdurchflussmesser estarii eine Luftzufuhr von 190 L/ h. Uber eine
zweite Pumpe wurde nun Luft aus den Messkivettehder Kammer (Referenz) abgesaugt und tber
Magnetventile einem Infrarot-G&5ensor zur Messung zugefiihrt. Die Durchflussmeviye 60L / h
wurde durch Schwebekdrperdurchflussmesser geregelt.

Mit Hilfe eines vorgeschalteten Schwebekorperddusdsinessers (WESTPHAL, Ottobrunn)
wurde eine Luftdurchflussmenge von 190 L/ h in Messkivetten gepumpt. Der €O
Gehalt in der Kammer wurde so eingestellt, daseruter Haube eine Konzentration von ca.
400 ppm erreicht wurde. Der Ubergang von Haube Bedwurzelungsschale wurde mit
Plastikfolie abgedichtet, um unkontrollierten Eititvon Luft ausschlieBen zu kénnen. Uber
eine zweite Pumpe wurde nun Luft aus den Bewurgslchalen bzw. der Kammer
abgesaugt und tUber Magnetventile (SIRAI, Busseatieh) einem Infrarot-C@Sensor (LI-
COR LI820, Lincoln, USA) zugefihrt. Die Durchflusenge (60 L / h) wurde auch hier per
Schwebedurchflussmesser (WESTPHAL, Ottobrunn) gdredAbb. 8). Die CG@G
Konzentration einer Bewurzelungsschale wurde geemessach einer Minute erfolgte die

Messung der Kammerluft als Referenz. Ein Messzyldiler Schalen mit dazwischen
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geschalteter Referenzluftmessung betrug 40 Minutehwurde 24 Stunden pro Tag bis zum
Versuchsende aufgezeichnet. Eine abwechselnde hgpsser Kammer- und Kivettenluft
war notwendig, da die Bedingungen in der Klimakammeht Uber die gesamte Zeit
konstant gehalten werden konnten (Durchfiihrung Vambeiten im Versuch, z. B.
Bewdasserung der Stecklinge), so dass die Kammmsiung als aktuelle Bezugsbasis
diente. Die PPFD in der Klimakammer betrug 100 umdis™* von 8:00 bis 18:00 Uhr. Die
Temperatur wurde tagsuber auf 22 °C, nachts auf°@QOeingestellt. Diese Standard-
bedingungen wurden fiir den Vergleich von kalt-duinkehandelten und unbehandelten

Stecklingen wahrend der gesamten Versuchszeit ledtige.

Fur die Aufnahme von Optimums- und Sattigungskumnwarden die Standardbedingungen an
den jeweiligen Versuchstagen variiert. Die licht@bgigen C@Gaswechselraten
(Lichtsattigungskurven) wurden mit vier unterschigten PPFD’s aufgenommen (50, 100,
250 und 700 pmol M s ), wobei die Temperatur auf 22 °C und die Z&®nzentration auf
ca. 400 ppm in den Messkivetten entsprechend derd&tdbedingungen fixiert wurden.
Nach Anpassung der gewtinschten Lichtintensitat evaielr Gaswechsel fur 45 bis 90 Min.
gemessen. Des Weiteren wurde die Nettophotosyntitesen Abhéangigkeit von funf
verschiedenen CgKonzentrationen aufgenommen (300, 400, 500, 800001 und
1300 ppm). Zudem wurden zur Bestimmung der Netttgdymtheserate und Dunkelatmung
in Abhéangigkeit von der Temperatur Programme mitersthiedlichen Temperaturen
(12 bis 32 °C) durchgefiihrt.

2.13.2 Berechnungen
2.13.2.1 Netto-CQ-Gaswechsel

Die CO>-NettogaswechselratesWhet) der Messkiivetten wurden aus der Differenz deg-CO
Konzentrationen von Kammer- und Kiivettenltf©©,) und der DurchfluBrateDR, 0,19 ni
h™) berechnet, wobei die Dichte von €@ = 1980 g rit) der Umrechnung von Volumen auf
Masse dient (Formel 7).

m

3 3
CO
9 =2 }:Aco2 = | DR ~ |TPco, {%} @)
m

GW, —=
neth [Schale[h
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Die CO,-Gaswechselraten wurden aus den Tagesmittelwedenevacht Schalen kalkuliert.
Im Ergebnisteil werden die Nettogaswechselratedeindafir tblichen, auf die Blattflache
(BF) und molare MasseMco2=44 g mol') bezogenen Einheit angegebeGWe)
(Formel 8) oder auf einen Steckling bezog8i\ety) (Formel 9). Der Term (Formel 9) wurde
mit dem Faktor 18 multipliziert, da in jeder Messkiivette 16 Stecigbrbewurzelten.

fele) GWhett sghC (ljezjn} 10°
1Mo _ cha
G\Nnet{ > 2}_ > 1 = S (8)
m-s m 9 360({}
BF (M —
Schale €O, {mol} h
G\Nhet{gCOZ} °
nmol CO,, Schalelh 0 10

GW, = 9
netz{Stecklinng} 16[Steckling}EM [ g } 360({1 ©
DT co. | — >
2

Schale mol h

Bei Licht gemessene Nettogaswechselraten werdéWéiteren als Nettophotosyntheseraten
(Pney bezeichnet, wahrend die negativen Werte der haikBlheit ermittelten Gaswechsel-

raten als Atmungsratedf) angesehen werden.

Die Bruttophotosyntheseratd®y(,s9 wurde aus der Nettophotosyntheserdg.) und der

unter sonst gleichen Bedingungen geschatzten AtarateggD,) abgeleitet (Formel 10).

HmMoICO, | _ pumolCO, HmolCO,
Pgross{—z} - Pnet{—2 +Da - 5

m®s me<s m<s (10)

2.13.2.2 Berechnung der Bilanz

Um eine Bewertung der Assimilatausnutzung vornehrmenkdnnen, wurde die in den
Klvetten gemessene Nettokohlenstofaufnah@g)(und die Menge an Kohlenstoffzuwachs
aus den Pflanzentrockenmasseanalysagy)(einander vergleichend gegeniber gestellt. Die
Uber den Versuchszeitraum vom Steckling aufgenorenkehlenstoffmeng€,e; ergibt sich

aus der Nettoaufnahme in den Lichtphasen abzidkechAtmung in den Dunkelphasen, also
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aus der Summe des Netto-&£Gaswechsels, woben die Anzahl der 40 minutigen
Messintervalle darstellt (Formel 11). Fiur die urdnadfelten Stecklinge ergibt sich ein
Zeitraum von 16 Tagen bzw. fur den Vergleich mit-klankel behandelten Stecklingen von
sieben Tagen. Die Anzahl der Stecklinge je Scha®®),(der Quotient der Atom- bzw.
molaren Masse von Kohlenstoffl¢ = 12 g mol®) und CQ (Mco2 = 44 g mol‘) sowie die
Dauer eines Messzyklus von 40 Min. musste berUltgioverden.

g
gc | & gCco, | 40[ min 1 Mc[mol}
Chet| /——— _ZGNneth vl IEo bl IE = (11)
Steckling| = i | Schaléh | 60| min Steckling g
=1 16— Mco |—
Schale 2| mol

Die Berechnung voICry ist in Formel 12 dargestellt. Das Produkt der Kemenasse pro

Steckling zum Startzeitpunkt tITk;) und dem Kohlenstoffgehalt zum Zeitpunkt t1 pro
Trockenmasse ;) wurde von dem Produkt aus der Trockenmasse peckl8ig zum
Endzeitpunkt t2 TM:) und dem Kohlenstoffgehalt zum Zeitpunkt t2 predkenmasseQy,)
subtrahiert.

gCc 1_ gT™ gC gT™ gC
=|TM [Cio| — | |-| TM [C
CFM[StecklinJ { tZ{StecklinJ Z{gmﬂ { tlLtecklinj 1LJTMH (12)

2.13.2.3Carbon Use Efficiency (CUE)

Die Carbon Use EfficiencyQUE) ist definiert als Quotienten des im Trockenmass&chs
gefundenen KohlenstoffsCv) und der Brutto-Kohlenstoff-AssimilationCf,s9 und ist
dimensionslos (Formel 13)Cqrss Wird analog zuCpe: (Formel 11) aus der Summe der

Messzyklen der Bruttophotosynthese berechnet.

gC
G Ltecknng }
CUE [—} = (13)

gC
C S
9ross {Steckling }
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2.13.2.4 Optimums- und Sattigungskurven der Netto-&&aswechselraten

Die Temperaturoptimumskurven (Formel 14) sowie @i6,- und Lichtsattigungskurven
(Formel 15 und 16) der Nettogaswechselrai@®h\i) sind nach mathematischen Modell-
gleichungen durch Exponentialfunktionen mit denz#sehen Konstantenpaa und a und
den jeweiligen Variablen der gemessenen Tempe(@r CO,-Konzentration Ycoz) und
Lichtintensitat Vppep) beschrieben. Fir die Berechnung der Temperatumapiskurven
wurde eine Dichte von GQmit p = 1980 g it angenommen. Die Anpassung der Dichte an

erhohte Temperaturen wurde fir die Berechnungent birticksichtigt.

molCO 14

molCO 15

Whet [“m—zsz} =2, [1-exp(a, +2, Veoy)] (15)
molCO 16

CWet [%} =2y [1-exp(ay + @, Vpprp)] (16)

Die Parameter in den Formeln 14 bis 16 wurden amsgemessenen Gaswechselraten mit
quasilineaerer Regression bzw. der Levenberg-Madtuieration geschatzt. Dazu wurde die
Software Statistica Version 6.1. (StatSoft, InclsayuUSA) genutzt.

Aus der Gleichung 16 konnen die maximale ;&&swechselratead) und der Licht-
sattigungspunktl(SP) abgeleitet werden (Formel 17).

LSP[“mOICOZ}:In(o’lﬁojﬂ{ij (17)

m’s a,
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2.14 Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen wurde mit Statistikarfen 6.1. (StatSoft, Inc, Tulsa, USA) und
Microsoft Excel 2003 durchgefiihrt. Die Auswertungrde mittels ANOVA in Kombination

mit dem Tukey HSD Test ausgewertet, wenn eine Niven®ilung innerhalb der Gruppen
und eine Varianzhomogenitdt gegeben waren. Die MHwerteilung wurde mit dem

Kolmogorov-Smirnov Test geprift, die Varianzhomag@nwurde mit dem Levene’s Test
durchgefuhrt. Wurden die Annahmen nicht erfillt,yaarde mit dem Mann-Whitney-U-Test
oder dem Kruskal-Wallis-Test ein nicht parametrescMittelwertsvergleich angestellt und

auf Signifikanz geprtift.

Die Homogenitat der Varianzen von Wurzelanzahl Gegamtwurzellange wurde mit dem F-
Test bestimmt (n =40). Die Signifikanzen der einea Wurzelraten wurde aus dem
Mittelwert von zehn Stecklingen aus vier Wiederimgien (n = 4) geprift. Das Datenset der
histologischen Untersuchungen wurde mit n = 10 atsitKontingenztafeln und dem Chi-
Quadrat-Test auf  Signifikanzen  Uberpruft.  Alle  Bmgsse  wurden  als
Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Dasifiignzniveau wurde auf p = 0,05
festgelegt. Der F-Test fir die Bestimmung der \fazif@omogenitat von Wurzelanzahl und

Gesamtwurzellange wurde mit einem Signifikanznivean p = 0,01 durchgefihrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Einfluss von Umweltfaktoren auf die Bewurzelung vorPetunien-

stecklingen

Zu Beginn dieser Arbeit erfolgten Bewurzelungsver®u an unbehandelten
Petunienstecklingen, welche von den Mutterpflanabgeschnitten, direkt in Schalen mit
Bewurzelungssubstrat gesteckt und einem Hell-DuRksithmus (Tageslange: 10 h; in der
Folge als ,Lichtphase* bezeichnet) zur Bewurzeluagsgesetzt wurden (eingestellte
Klimakammerparameter: Temperatur: 22 °C / 20 °Qy(Tsacht); PPFD: 100 pmol s ).
Fur die Einordnung des zeitlichen Ablaufs der Bexglung wurden Stecklinge fur 16 Tage
als auch fur neun Tage der Lichtphase ausgesetiztabachlieRend die Anzahl sichtbarer
Wurzeln (Wurzelanzahl), die Gesamtwurzellange uied Bewurzelungsrate der Stecklinge
bestimmt. Es konnte beobachtet werden, dass desitee RV urzelspitzen am achten Tag nach
dem Stecken an der Sténgelbasis sichtbar waren.abBsehlieenden Bestimmungen der
Wurzelanzahl und der Gesamtwurzellange pro Stegldowie die Bewurzelungsrate zeigten,
dass eine langere Bewurzelungsphase von 16 Tagsigratikant hoheren Ergebnissen aller

untersuchten Parameter fiihrte (Abb. 9).

120 4

Lichtphase: a
100
80 - [ 9d] a

60 -
40

20 b b
e —
16 Tage 9 Tage 16 Tage 9 Tage 16 Tage 9 Tage
Wurzelanzahl Gesamtwurzellange Bewurzelungsrate
[je Steckling] [cm je Steckling] [%]

Abb. 9: Einfluss der Inkubationsdauer auf die Bewurelung.
Verglichen wurde die Inkubationszeit von 16 und 8g& auf die Bewurzelung von unbehandelten
Petunienstecklingen; 1 40, unterschiedliche Buchstaben innerhalb einekiMals zeigen signifikanten
Unterschiede (g0,05).



3 ERGEBNISSE 43

3.1.1 Einfluss einer Dunkelbehandlung auf die Bewurzelung

In der Jungpflanzenproduktion werden Stecklingédndern mit hoher Sonneneinstrahlung
von Mutterpflanzen geerntet und innerhalb wenigagd unter dunklen und Uberwiegend
kihlen Bedingungen zu Bewurzelungsstationen in @nddander transportiert.

Dementsprechend sollte getestet werden, ob eine Kalnkelbehandlung von Petunien-

stecklingen auf den Entwicklungsprozess der Adventizeln einen Einfluss nimmit.

Anfanglich wurden Stecklinge unmittelbar nach demt& von den Mutterpflanzen fur sieben
Tage bei 10 °C dunkel gelagert. Dieser Zeitraumde@unit Stunden nach dem Abschneiden
(hours post excision: hpe) definiert. Nach Beendiguder Dunkelperiode wurden die
Stecklinge in Schalen mit Bewurzelungssubstrateg&stund fir neun Tage einer Lichtphase
in einer Klimakammer ausgesetzt (Tageslange: 10émperatur: 22 °C (Tag)/ 20 °C
(Nacht); PPFD: 100 pmol Ths?). Die Phase in Stunden nach dem Stecken wird in de
folgenden Kapiteln mit hpin (hours post insertioapgekirzt. Zum Vergleich des
Bewurzelungserfolgs dienten unbehandelte Stecklaigd<ontrolle. Sie wurden direkt nach
dem Entfernen von den Mutterpflanzen gesteckt wmdl6é Tage der Lichtphase ausgesetzt
(Abb. 10). Fur die Kontrollstecklinge entsprach dasitpunkt des Abschneidens von den
Mutterpflanzen also dem Zeitpunkt des Steckens £hipgin). Die Versuchsdauer wurde fir
beide Stecklingsvarianten auf insgesamt 16 Tagtgdestzt. Am Ende der Experimente
wurden die Wurzelanzahl, die Gesamtwurzellange diadBewurzelungsrate der kalt-dunkel

behandelten Stecklinge mit den Kontrollstecklingerglichen.

Behandlung: 0. Tag 7. Tag 16. Tag

I I I

Ernte = Stecken ( hpe = hpin)_ Bonitur
Unbehandelt Lichtphase

(Kontrolle)
Temperatur: 22/20 €T (Tag/Nacht)

Lichtintensitat: PPFD 100 pmol m-2 s
Tageslange: 10 h

Ernte (hpe) Stecken (hpin) Bonitur
Kalt-dunkel behandelt .

Dunkelphase Lichtphase
(KDB)

Temperatur: 10 C 22/20 C (Tag/Nacht)

Lichtintensitat: — PPFD 100 pmol m-2 st

Tageslange: — 10 h

Abb. 10: Schematische Darstellung der Versuchsdurétthrung mit unbehandelten und kalt-dunkel
behandelten Petunienstecklingen.
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Die Wurzelanzahl als auch die Gesamtwurzellangekd#rdunkel behandelten Stecklinge
wiesen keine signifikanten Unterschiede gegenubar Kdontrolle auf (Abb. 11). Die
Bewurzelungsrate lag bei beiden Varianten bei 10@#%wohl die Lange der Lichtphase bei
den kalt-dunkel behandelten Stecklingen fast untHdikite reduziert wurde, erfolgte eine mit
der Kontrolle vergleichbare Bewurzelung. Erste tiahe Wurzelspitzen an der Stangelbasis
waren bei den kalt-dunkel behandelten Stecklingem fanften Tag nach dem Stecken

sichtbar.
120 -
100 4 [ 16 d] Kontrolle a a
KDB
80 - a
60 - T
40 - a a a
T
] ]
0
Kontrolle KDB Kontrolle KDB Kontrolle KDB
Wourzelanzahl Gesamtwurzellange Bewurzelungsrate
[je Steckling] [cm je Steckling] [%0]

Abb. 11: Einfluss einer kurzzeitigen kalt-dunkel Bénandlung auf die Bewurzelung.
Verglichen wurden kurzzeitig (t =7 d) kalt-dunkethandelte Stecklinge (KDB) mit anschliessender
Lichtphase (t=9d) und unbehandelte Stecklingeonfkolle) (t=16 d); n =40, unterschiedliche
Buchstaben innerhalb eines Merkmals zeigen signifién Unterschiede €£0,05).

Mogliche Auswirkungen der Dunkelbehandlung auf &&/B wurden weiterhin geprift,

indem die Varianzhomogenitat der Bewurzelungspatameon kalt-dunkel behandelten
Stecklingen im Vergleich zur Kontrolle bestimmt war Fur die Wurzelanzahl und die
Gesamtwurzellange der kalt-dunkel behandelten $bggkzeigten sich geringere Varianzen
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen (AH2). Somit konnte eine héhere
Homogenitat der beiden Bewurzelungsparameter inCatappe der kalt-dunkel behandelten

Stecklinge ermittelt werden.
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600 - b
400 ~
200 + b a
a -_
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Kontrolle KDB Kontrolle KDB
Varianz Wurzelanzahl Varianz Gesamtwurzellange
[-] [cm?]

Abb. 12: Einfluss einer kurzzeitigen kalten Dunkellehandlung (KDB) auf die Varianzhomogenitat der
Wurzelanzahl und der Gesamtwurzellange.
Verglichen wurden unbehandelte Stecklinge (Korgrgllund kalt-dunkel behandelte Stecklinge (KDB);
n = 40, unterschiedliche Buchstaben innerhalb ditedkmals zeigen signifikanten Unterschiede (F-Test

p<0,01).

Daruber hinaus wurde in einem weiteren Versuchkélt-dunkel behandelte Stecklinge und
unbehandelte Kontrollen die Trockenmasse erfassteseD sollte zur genaueren
Charakterisierung des Blatt-, Stangel- und Wurzeln der Stecklinge herangezogen
werden. In Abb. 13 ist der Zuwachs der Gesamttnockesse und der Trockenmassen aus
Blatt, Stangel sowie Wurzel vom Zeitpunkt der Eriss zum 16. Versuchstag von
unbehandelten und kalt-dunkel behandelten Steaktimfargestellt. Die Gesamttrockenmasse
der Kontrolle nahm innerhalb der 16 Versuchstagé/argleich zu kalt-dunkel behandelten
Stecklingen signifikant starker zu. Zudem zeighsauch ein signifikant héherer Zuwachs
der Blatt- und Stangeltrockenmasse der unbehamdstexklinge. Bei der Gegenuberstellung
der sich gebildeten Wurzeltrockenmasse konnte [edkein signifikanter Unterschied
zwischen Kontrolle und kalt-dunkel behandelten Btegen festgestellt werden.

Die absoluten Werte der Trockenmasseuntersuchungem kalt-dunkel behandelten

Stecklingen zeigten, dass es bis zum Ende der Dpmkse (168 hpe) zu keinen signifikanten
Veradnderungen der Gesamt-, Blatt- und Stangeltrooksse kam (Abb. I, Anhang). Bis zum
Ende der Lichtphase stiegen die Trockenmassen aledlinkel behandelten Stecklinge auf
ein vergleichbares Niveau der Kontrollen zum Zeilgul68 hpe an. In den ersten 168 hpe
erfolgte ein signifikantes Langenwachstum des Sténder Kontrolle, wohingegen die kalt-

dunkel behandelten Stecklinge erst nach dem BeedderDunkelphase, ab 168 hpe, ein

signifikantes Langenwachstum des Sténgels aufwiédéb. Id, Anhang). Die Lange der
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kalt-dunkel behandelten Stecklinge zum Versuchsedgichte ein vergleichbares Niveau
wie die unbehandelten Kontrollen 168 hpe. Die geeaimmockenmasse pro Steckling, die
Blatttrockenmasse und die Stéangeltrockenmasse salige Lange des Stangels der
unbehandelten Stecklinge 384 hpe erreichten skgmifi hohere Werte als die kalt-dunkel
behandelten Stecklinge zum gleichen Zeitpunkt.

2 03,
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% 0,17 T b a
o] T b
3 o ] S
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Gesamt-TM Blatt-TM Stangel-TM Wurzel-TM

Abb. 13: Trockenmassezuwachs von unbehandelten (Ktrolle) und kalt-dunkel behandelten (KDB)
Stecklingen ab Zeitpunkt des Schneiden bis zum 1§ersuchstag.
Verglichen wurde der Zuwachs von GesamttrockenméSssamt-TM), Blatttrockenmasse (Blatt-TM)
und Sténgeltrockenmasse (Stangel-TM) sowie Wurmkenmasse (Wurzel-TM); n = 32.

Fur die Entwicklung und das Wachstum von Adventizeln sollten in den folgenden
Versuchen madglichst optimale Bedingungen geschafiemien, indem die Steckdichte in den
Bewurzelungsschalen variiert wurde (186 vs. 34@lditege nm?). Aufgrund einer reduzierten
Steckdichte sollte eine Beschattung von Blatternitesggehend vermieden und eine

bestmogliche Lichtausnutzung durch den einzelnenkBhg gewahrleistet werden.

Die unterschiedlichen Dichten beeinflussten beialn@mdelten Stecklingen die Bewurzelung
nicht. Jedoch wurde eine gesteigerte Wurzelanzatll Gesamtwurzellange der kalt-dunkel
behandelten Stecklinge gefunden, wenn diese mér eiredrigeren Dichte (186 Stecklinge

m?) in die Bewurzelungsschalen gesteckt wurden (Ad.
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Abb. 14: Einfluss unterschiedlicher Stecklingsdichtn wahrend der Lichtphase von kalt-dunkel
behandelten Stecklingen (KDB) und unbehandelten Karollen (Ktr.) auf die Bewurzelung.
Verglichen wurden unbehandelte Stecklinge hoherhf@icvon 349 Stecklingen T (Ktr.1) sowie
niedriger Dichte von 186 Stecklingen m(Ktr.2) mit kalt-dunkel Behandelten (t=7d) mitcls
anschlieBender Lichtphase (t = 9d) mit hoher Dishite 349 Stecklingen T (KDB 1) sowie niedriger
Dichte von 186 Stecklingen M(KDB 2); n = 40, unterschiedliche Buchstaben ihady eines Merkmals
zeigen signifikante Unterschiede<(p05).

Um zu ermitteln, wie der Effekt der kalten Dunkdibadlung auf die Bewurzelung von der
Lange der Behandlungsphase beeinflusst wird, edotter Vergleich von sieben Tagen
gegenuber 14 Tagen dunkel behandelten StecklingebOb°C. Zudem wurde die Periode der
Lichtphase von behandelten Stecklingen verlandartgrund der starken Bewurzelung mit
bereits gebildeten Lateralwurzeln der kalt-dunke&lhdndelten Stecklinge erfolgte die
Durchfihrung der Bonitur in diesem Fall bereits mak3 Tagen Belichtungsphase. Die
Wurzelanzahl, die Gesamtwurzellange sowie die Beglungsrate waren in beiden
Varianten der kalten Dunkelbehandlung gegenuberjilegeren Stecklingen der Kontrolle
signifikant erhdht (Abb. 15). Ein verstarkter Bewelungseffekt durch die Anwendung einer
langeren Dunkelperiode von 14 Tagen konnte furGkBsamtwurzellange aufgezeigt werden,
bei der Wurzelanzahl gab es jedoch keine signifd&arnterschiede zwischen den beiden
Behandlungsarten der dunkel behandelten Stecklibgedie Anwendung einer verlangerten
Dunkel- und Lichtperiode nicht zu einer bedeutsar&enthung der Bewurzelung flhrte,
wurde fur weitere Untersuchungen die kurzzeitigegnkalbehandlung von sieben Tagen in

Kombination mit einer neuntagigen Lichtphase gewahl
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Abb. 15: Einfluss der Dauer einer kalten Dunkelbehadlung auf die Bewurzelung.
Verglichen wurden unbehandelte Stecklinge (Kongjoldie fur 15 Tage der Lichtphase ausgesetzt waren
mit sieben Tagen kalt-dunkel behandelten Steckiing€DB) mit sich anschlie@ender 13 tagiger
Lichtphase und lange kalt-dunkel behandelten Siegdth (t = 14d; LKDB) mit sich anschlielender 13
tagiger Lichtphase; n = 40, unterschiedliche Buabesh innerhalb eines Merkmals zeigen signifikanten
Unterschiede (g0,05).

3.1.2 Einfluss unterschiedlicher Lichtintensitaten und Tenperaturen auf den

Bewurzelungseffekt einer Dunkelbehandlung

Zur weiteren Untersuchung des Effektes der Dungehang sollte herausgefunden werden,
in welcher Weise unterschiedliche Lichtintensitaehrend der Bewurzelungsphase auf die
Entwicklung der Adventivwurzeln Einfluss haben ktam Behandelte Stecklinge wurden
nach sieben Tagen in Dunkelheit je drei verschiedechtintensitaten von 100, 50 und
10pmol m? s* fiir neun Tage ausgesetzt. Zum Vergleich dientdrebiandelte Stecklinge
(Kontrolle), die mit hoher (PPFD: 100 pmol s %) oder niedriger Lichtintensitat (PPFD:
50umol ni? s fiir 16 Tage bestrahlt wurden. Die Temperaturelhsigen von 20 °C bzw.
22 °C (Nacht/Tag) wurden nicht verandert. Es teeigich, dass eine Halbierung der
Lichtintensitat keinen Einfluss auf die Wurzelbifdpvon unbehandelten Stecklingen hatte
(Abb. 16). Wie in den vorherigen Ansatzen konntehahier eine verstarkte AWB bei einer
vorherigen Dunkelbehandlung gegeniber den unbehandd&ontrollen nachgewiesen
werden, unabhéngig von den eingesetzten Lichtiittdas. Sogar eine Lichtintensitat von
nur 10 umol ¥ s* wahrend der Bewurzelungsphase resultierte naar &unnkelphase in
einer signifikant hoheren Gesamtwurzellange und uBeelungsrate gegentber den
unbehandelten Stecklingen. Der Vergleich aller @litdehandelten Varianten fuhrte zu nur

geringfugigen Unterschieden des BewurzelungsnivdaigsPrifung auf Varianzhomogenitat
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der Wurzelanzahl ergab signifikant geringere Watter kalt-dunkel behandelten Stecklinge

gegenuber den Kontrollen (Daten nicht gezeigt; Bt,Te< 0,01).
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Abb. 16: Einfluss unterschiedlicher Lichtintensitaen (PPFD: 100, 50, 10 umol M s?) auf die
Bewurzelungsintensitdt von unbehandelten Stecklinge (Ktr.) und kalt-dunkel behandelten
Stecklingen (KDB).

Verglichen wurden unbehandelte Stecklinge hohehtiritensitét (Krt. 1; PPFD: 100 pmol frs %) sowie
niedriger Lichtintensitat (Krt.2; PPFD: 50 pmol7is %) mit kalt-dunkel behandelten Stecklingen hoher
Lichtintensitat (KDB1; PPFD: 100 umol T s* ), niedriger Lichtintensitat (KDB2; PPFD:
50pumolmZs™) und sehr niedriger Lichtintensitat (KDB3; PPFDO imol m? s%):; n=40, unter-
schiedliche Buchstaben innerhalb eines Merkmalgeresignifikanten Unterschiede<(05).

Die Entwicklungsprozesse der AWB werden auch dudie Umgebungstemperatur
beeinflusst. Deshalb sollte festgestellt werdemnyiaweit unterschiedliche Temperaturen
wahrend der Dunkelphase als auch in der Lichtpdes8ewurzelung der Petunienstecklinge
verandern. Behandelte Stecklinge wurden entwedenw20 °C) oder kalt (10 °C) fur sieben
Tage dunkel gelagert und anschliel3end fur neun Bag@0 °C bzw. 10 °C der Lichtphase
ausgesetzt. Zudem wurden unbehandelte Stecklingel®e€C oder 20 °C fur 16 Tage
bewurzelt. Die Bonituren ergaben, dass eine warmmekBlbehandlung ebenso wie eine kalte
Dunkelbehandlung mit einer sich bei 20°C anschhelda Lichtphase zur besten
Bewurzelung der Stecklinge fuhrte (Abb. 17). Walkrsith diese beiden Stecklingsvarianten
in der Wurzelanzahl, Gesamtwurzellange und der Beslungsrate nicht signifikant
unterschieden, konnten phanotypische Veranderudgeistecklinge festgestellt werden. So
wiesen die warm-dunkel behandelten Stecklinge ardebEses Experimentes feine dinne
Wurzeln und gelbe trockene Blatter auf. Der Eirglider Umgebungstemperatur auf das
Wachstum der Adventivwurzeln konnte besonders dudigh Anwendung der niedrigen
Temperatur von 10 °C wahrend der Lichtphase velidatutwerden. In unbehandelten und

kalt-dunkel behandelten Stecklingen wurde die AWBcH die Anwendung der niedrigen
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Temperatur wahrend der Lichtphase gehemmt, jedealuizelten unter diesen Bedingungen
die warm-dunkel behandelten Stecklinge. Fir die 28lanzahl und die Gesamtwurzellange
dieser Stecklinge konnten ahnliche Werte wie figr Kiontrollen bei 20 °C bestimmt werden,
die Bewurzelungsrate war sogar signifikant erhd@ie Varianzen der Wurzelanzahl und
Gesamtwurzellange aller bewurzelten dunkel behgenleBtecklinge waren signifikant
kleiner als die Varianz der unbehandelten Stecklifidaten nicht gezeigt; F-Test<0,01).
Die verschiedenen Dunkelbehandlungen resultierten einer gleichermalRen hoéheren

Homogenitat des Bewurzelungsprozesses im Verggiambehandelten Stecklingen.
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Abb. 17: Einfluss unterschiedlicher Temperaturen wérend der Dunkel- und Lichtphase auf die
Bewurzelung.
Verglichen wurden kalt-dunkel behandelte (KDB1) wwarm-dunkel behandelte (WDB1) Stecklinge mit
unbehandelten Stecklingen bei 2D wahrend der Lichtphase (Ktr.1) mit kalt-dunkethBndelten
(KDB2) und warm-dunkel behandelte (WDB2) Stecklinpé Unbehandelten bei 10 °C wahrend der
Lichtphase (Krt.2); = 40, unterschiedliche Buchstaben innerhalb eineskiMals zeigen signifikanten
Unterschiede (g0,05).

Mit Hilfe der durchgefiuihrten Versuche wurde ein fiie nachfolgenden Analysen und
Untersuchungen geeignetes Standardsystem etabligrt. weiteren unabhangigen
Experimenten konnten &hnliche Bewurzelungsergebniéigr kalt-dunkel behandelte
Stecklinge im Vergleich zu unbehandelten Kontrokenielt werden, welche die Robustheit
der Methode zeigen. Variationen in der Bewurzeldeg unbehandelten Stecklinge wurden
dabei nicht berlcksichtigt. Ein foérdernder Effekinex Dunkelbehandlung auf die
Bewurzelung und die Reduzierung der notwendigergedier Lichtphase (16 vs. neun Tage)
konnte durch eine Verringerung der Steckdichte Stecklinge in der Bewurzelungsschale

gesichert werden. Eine Verlangerung der Dunkel- .bauchtphase flhrte nur zu
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geringfugigen Veranderungen, so dass ein Versutthean® von 16 Tagen favorisiert wurde.
Aufgrund des geringen Einflusses der Lichtintennsatidf die Bewurzelung wurde die PPFD
auf 100 pmol rif s* festgesetzt. Ausgehend von QualitatseinbuRen dsar@stecklings bei
Anwendung einer hohen Temperatur (20 °C) wahrendDienkelbehandlung, wurde eine
kalte Dunkelbehandlung von 10 °C gewdahlt und mit ZD wahrend der Lichtphase
kombiniert. Damit wurden alle folgenden Versucher Analyse der morphologischen
Veranderungen (Kap3.2), zum Kohlenhydratmetabolismus (KaB.3) und Aktivitat
bestimmter Schlisselenzyme des KohlenhydrathaeshalKap3.4) sowie zum C@
Gaswechsel (Ka8.5) wie in Abb. 10 (Kap3.1.1) durchgefihrt.

3.2 Einfluss der kalten Dunkelbehandlung auf morphologsche

Veranderungen wahrend der AWB in Petunienstecklinge

Fur eine genauere Beschreibung zum Ablauf des Bmlumgsvorgangs von Petunien-
stecklingen sollte nachfolgend der Beginn von molpéischen Veranderungen wahrend der
AWB bestimmt werden und der Einfluss einer kaltaimkelbehandlungen von Stecklingen
auf die Morphologie untersucht werden. Dazu wurde AWB anhand von Semi-
Dunnschnitten von der Stangelbasis der Stecklimggier unterschiedliche Entwicklungs-
stadien eingeteilt (Abb. 18). Eine Zuordnung zurster Stadium erfolgte, wenn keine
Anzeichen einer zytologischen Veranderung erkennbaren (Abb. 18a). Das zweite
Stadium trat innerhalb der ersten finf Tage auferbi#i waren erste neugebildete
meristematische Zellen sichtbar (Abb. 18b). Im éviden Verlauf konnte ein drittes Stadium
mit sich entwickelten Wurzelprimordien, die die isghen ,Dom“-Form zeigen, definiert
werden (Abb. 18c-d). Das letzte analysierte Entiicgsstadium (Stadium 4) zeichnete sich
durch Langenwachstum von Zellen in den Wurzelpraier aus. Die Wurzeln befanden sich
hierbei kurz vor dem bzw. im Ausbrechen aus demmdgatiewebe (Abb. 18e-f). Zum
Vergleich der morphologischen Anderungen bei der BAWvurden sowohl unbehandelte
(Kap. 3.2.1) als auch kalt-dunkel behandelte Steckling@p( 3.2.2) analysiert. Die
histologischen Analysen wurden vom Zeitpunkt demt&rbis zum 10. Versuchstag alle 24

Stunden an je zehn Stecklingen durchgefuhrt.
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Abb. 18: Einteilung von charakteristischen Entwicklungsstadien der Adventivwurzelbildung in der
Stangelbasis von Petunienstecklingen.
Alle Mikrographen zeigen L&angsschnitte von 0-0,5 ainerhalb der Schnittflache. (a) Stadium 1 ohne
sichtbare Anzeichen fir die Initiation der Advemtivzelbildung. Typische Stangelanatomie eines Hrisc
geschnittenen Stecklings bestehend aus der Rifjdeldm aulReren Phloem (dph), Kambium (ka), dem
Xylem (xy), dem inneren Phloem (iph) und Parenchypa). (b) Stadium 2 erste neugebildete
meristematische Zellen (mz) (Zellen mit dichtemadpfasma und vergréRertem Zellkern). (¢) Stadium 3
Differenzierung der meristematischen Zellen zu VEélpdmordien (wp) mit typischer runder Dom-Form.
(d) VergréRerte Darstellung eines Wurzelprimordiufwp) bestehend aus meristematischen Zellen. (e)
Stadium 4 mit ersten Wurzeln mit Gefal3bindeln, umegevon Streckungsszellen (sz) kurz vor bzw.
wahrend des Ausbrechens aus dem SprossgewebeerdyoBerte Darstellung einer einzelnen ersten
Wurzel. Massstabsbalken in allen Teilbildern ergspen 100 pm.
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3.2.1 Morphologische Verdnderungen wahrend der AWB in unlehandelten
Stecklingen

Morphologische Anderungen bedingt durch die Indarktiler AWB konnten bis 24 Stunden
nach der Stecklingsernte (hpe / hpin) nicht beotetciwerden (Stadium 1). Nach 48 hpe
zeigten 40 % der untersuchten Sténgelproben ersgtestematische Zellen (verdichtetes
Zytoplasma und vergrol3erter Zellkern; Stadium 2aciN 72 hpe wiesen alle untersuchten
Proben meristematische Zellen in der Stangelbasige zweite Stufe konnte kontinuierlich

bis 144 hpe bei 100 % der Proben beobachtet wef@mach wurde in einigen Proben die
Weiterentwicklung in  Wurzelprimordien mit der typieen Dom-Form festgestellt

(Stadium 3). Der Zustand der Wurzelprimordienbilgiukonnte nach 168 hpe in allen zu
untersuchenden Proben ermittelt werden, bevor di@éhhpe vollentwickelte Wurzeln das

Stangelgewebe durchbrachen (Stadium 4). Zudemezaigh, dass der Ubergang in die
hdchste Entwicklungsstufe langsam erfolgte. Nadh [2de trat das vierte Stadium nur bei 40
% der untersuchten Proben auf (Abb. 19).

O Stadium 1 Stadium 2 @ Stadium 3 m Stadium 4

168 192 216 240
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100% + — —
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20% ~
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0 24 48 72 96 120 144

Abb. 19: Entwicklung friher Ablaufe der Adventivwur zelbildung in der Sténgelbasis von unbehandelten
Petunienstecklingen.
Dargestellt sind die morphologischen VeranderurdgmStangelbasis (0-0,5 cm) im Zeitraum von 0-240
Stunden nach der Ernte (hpe / hpin); Stadium Ihekdinzeichen fiur Adventivwurzelbildung; Stadium 2:
erste meristematische Zellen; Stadium 3: Wurzelpritien; Stadium 4: Langenwachstum und Erscheinen
von Wurzeln (siehe Abb. 18);;10.
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3.2.2 Morphologische Verdnderungen wahrend der AWB in kai-dunkel behandelten
Stecklingen

Die Analyse der kalt-dunkel behandelten Stecklingigt, dass die AWB bereits wahrend der
Dunkelphase begann (Abb. 20). Nach 120 hpe warste eneristematische Zellen in der
Stangelbasis zu erkennen. Der prozentuale AnteilPdeben, die sich im zweiten Stadium
befanden, erhdhte sich bis 168 hpe (0 hpin) komrhoh. Nach Beendigung der Dunkel-
phase erfolgte innerhalb von 24 Stunden der Wedilegluntersuchten Proben in das zweite
Stadium (192 hpe / 24hpin). Die Bildung von Advemtirzeln wurde also wéhrend der
Lichtphase deutlich beschleunigt. Zum Zeitpunkt 2p@ / 48 hpin wurden bereits in 70 %
der untersuchten Proben Wurzelprimordien (Stadiymg&unden. Erste vollentwickelte

Wurzeln zeigten sich in den Schnitten von Stecldmg40 hpe / 72 hpin.
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Abb. 20: Entwicklung friher Ablaufe der Adventivwur zelbildung in der Stangelbasis (0-0,5 cm) von kalt-
dunkel behandelten Petunienstecklingen.
Dargestellt sind die morphologischen Veranderurdg@rStangelbasis (0-0,5 cm) im Zeitraum von 0-240
Stunden nach der Ernte (hpe); Stadium 1: keine isheae fir Adventivwurzelbildung; Stadium 2: erste
meristematische Zellen; Stadium 3: Wurzelprimordgtadium 4: Langenwachstum und Erscheinen von
Wurzeln (siehe Abb. 18); n = 10.
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3.2.3 Vergleich morphologischer Veranderungen in unbehanelten und kalt-dunkel

behandelten Petunienstecklingen

Eine Gegenuberstellung des zeitlichen Ablaufs deschiedenen Entwicklungsstadien der
Adventivwurzeln in unbehandelten und kalt-dunkehdredelten Stecklingen (Abb. 19 und
Abb. 20) verdeutlicht den Einfluss einer kalten Reibehandlung auf die morphologischen
Anderungen (Tab. 3).

Tab. 3: Gegenuberstellung des Entwicklungsverlaufsler Adventivwurzelbildung in unbehandelten und
kalt-dunkel behandelten Petunienstecklingen.
Dargestellt ist der Zeitraum nach der Ernte (hpgZusammenhang mit dem Signifikanzwert p; n = 10,
Werte mit 0,05 sind signifikant unterschiedlich.

Zeit hochste Entwicklungsstufe p-Wert
[hpe] unbehandelt kalt-dunkddehandelt
0 Stadium 1 Stadium 1 1,000
24 Stadium 1 Stadium 1 1,000
48 Stadium 2 Stadium 1 0,087
72 Stadium 2 Stadium 1 0,000
96 Stadium 2 Stadium 1 0,000
120 Stadium 2 Stadium 2 0,000
144 Stadium 3 Stadium 2 0,002
168 Stadium 3 Stadium 2 0,000
192 Stadium 4 Stadium 2 0,000
216 Stadium 4 Stadium 3 0,102
240 Stadium 4 Stadium 4 0,628

Innerhalb der ersten 48 Stunden nach der Erntet&onkeine signifikanten Unterschiede
beobachtet werden, jedoch wurden im Zeitraum vorl1%2 hpe festgestellt, dass in
unbehandelten Stecklingen die AWB signifikant weiteorangeschritten war. Zu den
Probenahmeterminen 216 hpe und 240 hpe konnter kanifikanten Unterschiede mehr in
der Entwicklung der beiden Varianten nachgewiesegrden. Zudem wurde mit der
histologischen Analyse gezeigt, dass ein Ubergargjrie nachst hohere Entwicklungsphase
in kalt-dunkel behandelten Stecklingen bei dem riint die Lichtphase (168 hpe / 0 hpin)

deutlich schneller ablief als in den unbehandelt@iecklingen. Zum Abschluss der
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Untersuchungen erfolgte eine Wurzelbonitur beideci8ingsvarianten. Die Wurzelanzahl
und die Bewurzelungsrate der kalt-dunkel behandeBtecklinge waren signifikant hoher

verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (Dateihigezeigt).

3.3 Einfluss der kalten Dunkelbehandlung auf Veranderumgen des

Kohlenhydratstatus wahrend der AWB in Petuniensteckngen

Es ist bekannt, dass fur die Vorgange der Bildund des Wachstums von Wurzeln viel
Energie, hauptsachlich in Form von Kohlenhydratendbigt wird (Haissig, 1984; Veierskov,
1988; Kevers et al., 1997). Dabei werden vor alletie Ausgangsmengen von
Kohlenhydraten im Blatt und der Sténgelbasis alshtiger Faktor fir die Entstehung von
Adventivwurzeln angesehen (Kevers et al., 1997uhd Leung, 2000). Daher war es von
Interesse, welche Veranderungen des Kohlenhydrsitiadtes wahrend der AWB in
Petunienstecklingen auftreten und wie sich einetekaDunkelbehandlung auf den
Kohlenhydratstatus auswirkt. Hierbei erfolgte diar€hfihrung in allen Versuchen wie in
Abb. 10 beschrieben. Proben von Blatt und Stangedlvaurden zu angegebenen Zeitpunkten
genommen. Am letzten Versuchstag wurde eine Boratar experimentelle Validierung
durchgeflnhrt.

3.3.1 Kohlenhydratstatus in Blattern und Stangelbasis wahend der AWB in
unbehandelten Stecklingen

Veranderungen der Mengen ausgewahlter Kohlenhydvateen separat im Blatt und der
Stangelbasis bestimmt (Abb. 21). Am Ende der Lichge (letzter Probenahmetermin: 168
hpe / hpin) waren die Level aller gemessenen Kdtyérate im Blatt sowie in der
Stangelbasis gegentber dem Ausgangsnhiveau erhéhtGBhalt an Glucose und Fructose
zeigte einen fast identischen Verlauf im Blatt- uBtingelgewebe Uber den betrachteten
Zeitraum der AWB. Wahrend die Mengen an Monosadédbarab 72 hpe / hpin im Blatt
anstiegen und bis zum Ende weiter akkumuliertennte eine Erhéhung im Stangel erst ab
168 hpe / hpin detektiert werden. Der Gehalt arclsaose dagegen erhohte sich signifikant
zunachst im Stangelgewebe ab 72 hpe / hpin undctlama Blatt (168 hpe / hpin). Der

Starkegehalt im Blatt veradnderte sich 6 hpe / hpignifikant und verminderte sich
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24 hpe / hpin gegeniiber den Ausgangswert. In déngetbasis variierte er innerhalb
72 hpe / hpin nur geringfligig. Erst ab 168 hpeifihkonnte ein signifikanter Anstieg

nachgewiesen werden.

60 - Blatt o 0 hpe/hpin & 6 hpe/hpin @ 24 hpe/hpin O 72 hpe/hpin m 168 hpe/hpin

Cc

50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Glucose Fructose Saccharose Starke

60 | Stangelbasis
50 -

Kohlenhydratgehalt [umol gt FM]

Glucose Fructose Saccharose Starke

Abb. 21: Verédnderungen des Kohlenhydratstatus im Edtt (oben) und der Sténgelbasis (unten) von
unbehandelten Stecklingen.
Dargestellt ist der Zeitraum von 0-168 Stunden ndeh Ernte (hpéhpin); n=8; unterschiedliche
Buchstaben innerhalb der Werte fiir einen Zuckegezesignifikante Unterschiede(®,05).

3.3.2 Kohlenhydratstatus in Blattern und Stangelbasis wakend der AWB in kalt-

dunkel behandelten Stecklingen

Wahrend der kalten Dunkelbehandlung kam es zu entemtlichen Abnahme der

Kohlenhydratgehalte im Blattgewebe (Abb. 22). Dac@arosegehalt verringerte sich bereits
ab 24 hpe in der Dunkelphase. Die gemessenen Mcrttmade sanken 72 hpe signifikant
und blieben bis zu 168 hpe auf diesem Niveau. D&k8gehalt verminderte sich ab 6 hpe,
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reduzierte sich ab 24 hpe stark und blieb bis zundeEder Messung auf diesem Niveau. In
der Stangelbasis konnte wahrend der Lagerung dizeeiae Abnahme aller gemessenen
Zucker analysiert werden, jedoch nicht in dem hoktafde wie es im Blatt zu verzeichnen

war. Der Gehalt an Glucose und Fructose in dergethasis sank signifikant 168 hpe um ca.
die Halfte des Ausgangswertes (Abb. 22). SacchanadeStarke nahmen bereits ab 24 hpe
ab. Im Gegensatz zum Saccharosegehalt, welchet &b&bis zum Ende des Versuches auf
einem ahnlichen Niveau blieb, minimierte sich degiregehalt bis 168 hpe auf sehr niedrige
Werte.

g -, Blatt mOhpe @6hpe m24 hpe O072hpe m168 hpe

a

Glucose Fructose Saccharose Starke

8 1 Stangelbasis a

Kohlenhydratgehalt [umol g FM]

Glucose Fructose Saccharose Starke

Abb. 22: Veranderungen des Kohlenhydratstatus im Bitt (oben) und der Stangelbasis (unten) von kalt-
dunkel behandelten Stecklingen wahrend der Dunkelpdise.
Dargestellt ist der Zeitraum von 0-168 Stunden rdmhErnte (hpe); n = 8; unterschiedliche Buchsiabe
innerhalb der Werte firr einen Zucker zeigen sigaiite Unterschiede €0,05).
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Nach Beendigung der kalten Dunkelbehandlung stiagerBlatt und in der Stangelbasis
wahrend der Lichtphase erwartungsgemall die Kohtalyehalte an und akkumulierten
zum Ende des Versuchs in beiden untersuchten Gésvlelne(Abb. 23).

35 - Blatt o 0 hpin @6 hpin @24 hpin 072 hpin m 168 hpin

30 c

Glucose Fructose Saccharose Starke

35 1 Stangelbasis

Kohlenhydratgehalt [umol g1 FM]

Glucose Fructose Saccharose Starke

Abb. 23: Verdnderungen des Kohlenhydratstatus im Bitt (oben) und der Sténgelbasis (unten) von kalt-
dunkel behandelten Stecklingen wéhrend der Lichtphse.
Dargestellt ist der Zeitraum von 0-168 Stunden ndem Stecken (hpin); #18; unterschiedliche
Buchstaben innerhalb der Werte fir einen Zuckegezesignifikante Unterschiede{®,05).

Ein erstmaliger signifikanter Anstieg der Zuckermen konnte flr Saccharose ab 6 hpin im
Blatt und der Stangelbasis analysiert werden. N@2hhpin kam es zu einer weiteren
Zunahme des Saccharosegehaltes, wobei sich ing8latbe gegen Versuchsende (168 hpin)
der Gehalt wieder signifikant verminderte. Der hgiehAnstieg war fiir die Monosaccharide
Glucose und Fructose im Blatt und der Stangelbasisverzeichnen. Erste signifikante
Veranderungen in der Erh6hung der beiden Zuckersrekgnnten im Blattgewebe bereits ab

24 hpin festgestellt werden, wohingegen in der @tlbasis ein Anstieg erst ab 72 hpin
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gemessen werden konnte. Die Messungen der Staekelesultieren in einem ahnlichen
Verlauf in beiden untersuchten Pflanzengewebene Bignifikante Akkumulation trat ab 72

hpin ein.

3.3.3 Vergleich des Kohlenhydratstatus in unbehandeltennd kalt-dunkel behandelten

Petunienstecklingen wéahrend der Lichtphase

Der Vergleich von unbehandelten und kalt-dunkelapelelten Petunienstecklingen wurde
anhand der analysierten Kohlenhydratmengen wahreled Lichtphase und einer
durchgefuhrten Wurzelbonitur am letzten Versuchgqteg Tag) angestellt. Dazu wurden
Ergebnisse zum veranderten Kohlenhydratstatus aars Kapiteln 3.3.1 und 3.3.2
gegenibergestellt. Als gemeinsamer Ausgangspumkgifien Vergleich wurde der Beginn
der Photosyntheseaktivitat und somit der StartSyethese von Kohlenhydraten gewahlt. Das
entspricht in unbehandelten und kalt-dunkel behiéenleStecklingen dem Zeitpunkt ab
Stecken (hpin).

Der Gehalt aller gemessenen Kohlenhydrate waristebeuntersuchten Pflanzengeweben der
kalt-dunkel behandelten Stecklinge zu Beginn dechighase im Vergleich zu den
unbehandelten Stecklingen signifikant erniedriger Behalt von Glucose und Fructose war
ab 6 hpin und 24 hpin in kalt-dunkel behandeltescingen im Blatt signifikant hoher als in
unbehandelten Stecklingen (Abb. 24). Danach stiedien Level in den unbehandelten
Kontrollen an, wohingegen in den kalt-dunkel beladigh Stecklingen kaum noch
Veranderungen festgestellt werden konnten. In déndglbasis zeigte sich ein ahnlicher
Verlauf der Monosaccharidlevel beim Vergleich vombehandelten und kalt-dunkel
behandelten Stecklingen, nur trat dieser erst a4 ein. Des Weiteren konnte im Blatt ein
Angleich des Saccharosegehaltes der kalt-dunkedrukditen Stecklinge auf das Niveau der
Ausgangswerte der unbehandelten Stecklinge naditdér hpin festgestellt werden. Zu den
Zeitpunkten 24 hpin und 72 hpin war der Gehalt ®eccharose im Blatt kalt-dunkel
behandelter Stecklinge signifikant héher als in &mdndelten. Die Mengen im Blatt der kalt-
dunkel behandelten Stecklinge sanken danach jedbclwahrenddessen sich im Blatt der
unbehandelten Stecklinge nach 72 hpin ein kontr&i&s darstellte. In der Stangelbasis
konnte bereits ab 6 hpin ein signifikant hoéhererccBarosegehalt in den kalt-dunkel

behandelten Stecklingen gegeniber den unbehand@t&rnollen ermittelt werden. Erst zum



3 ERGEBNISSE 61

Zeitpunkt 168 hpin stieg der Gehalt der Sacchamsebehandelten Stecklingen starker an
als in kalt-dunkel behandelten Stecklingen. Zu Begdler Lichtphase konnte ein signifikant
hoherer Gehalt von Starke im Blatt- und Stangeld@véen unbehandelten Stecklingen
nachgewiesen werden. Ab 24 hpin verlief der ProzbssAkkumulierung von Starke in

beiden Stecklingsvarianten auf einem &hnlichen &livén der Stangelbasis wurde Starke in
kalt-dunkel behandelten Stecklingen ab 24 hpin T#s hpin in einem hoheren Mal3e
akkumuliert als in unbehandelten Stecklingen, jbddecreichte der Gehalt der Starke in

unbehandelten Stecklingen ab 168 hpin ein ahnliblesau wie in kalt-dunkel Behandelten.
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OUnbehandelt EKalt-dunkel behandelt

60 1 Glucose
50 A

30 ~
20 ~
10 - *
O,

0 6 24 72 168
Blatt hpin

60 4 Fructose

40 ~
30 ~
20 ~
10 *

0 6 24 72 168
Blatt hpin

20 4 Saccharose

Kohlenhydratgehalt [umol g* FM]

0 6 24 72 168
Blatt hpin
20 4 Starke
15 | *
10 |
*
5 4
0 _
0 6 24 72 168
Blatt hpin

60 1 Glucose

0 6 24 72 168
Stangelbasis hpin
60 ;, Fructose
50
40 - *
30
20 - *
104 *
0 _
0 6 24 72 168
Sténgelbasis hpin

20 1 Saccharose

0 6 24 72 168
Stangelbasis hpin

20 | Starke

0 6 24 72 168

Stangelbasis hpin

Abb. 24: Vergleich der Gehaltsanderungen von Glucas Fructose, Saccharose und Starke im Blatt (links)
und der Stangelbasis (rechts) von unbehandelten urdlt-dunkel behandelten Stecklingen wahrend

der Lichtphase.

Dargestellt ist der Zeitraum von 0-168 Stunden ndem Stecken (hpin); 118, Sternchen zeigen
signifikante Unterschiede zum jeweiligen Zeitpu(pt0,05).
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Aus den gemessenen Kohlenhydratmengen konnte dwltGeer Gesamtkohlenhydrate im

Blatt und der Stangelbasis berechnet werden. Masen sollten weitere Informationen tber
den Kohlenhydratstatus von unbehandelten und kailkel behandelten Stecklingen in den
beiden untersuchten Geweben liefern. Wéahrend dehtplhase nahm der Gehalt der
Gesamtkohlenhydrate im Blattgewebe und der Staagslbvon unbehandelten und Kalt-
dunkel behandelten Stecklingen signifikant zu (gbin beiden Fallen waren die Ausgangs-
und Endwerte der unbehandelten Stecklinge sigmifikéher als die der Stecklinge, welche
zuvor einer Dunkelbehandlung ausgesetzt waren. Digbehandelten Stecklinge

akkumulierten zum Zeitpunkt 168 hpin mehr Kohleniayd in der Stangelbasis. In der

Zeitphase von 6 bis 72 hpin zeigte sich jedochhéinerer Gesamtkohlenhydratgehalt in der
Stangelbasis der kalt-dunkel behandelten SteckliBge vergleichbare Tendenz konnte auch

im Blattgewebe nachgewiesen werden.

Tab. 4: Einfluss einer kalt-dunkel Behandlung von &cklingen auf den Gesamtkohlenhydratgehalt im
Blattgewebe und der Sténgelbasis wahrend der Lichtpase (0-168 hpin).
Gesamtkohlenhydratgehalt ist die Summe aus Glucésactose, Saccharose und Starkes &
unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Spadigen signifikante Unterschiede; Sternchen zeigen
signifikante Effekte einer kalten Dunkelbehandlaogn jeweiligen Zeitpunkt &0,05).

Zeit Gesamtkohlenhydratgehalt [umol gt FM]
[hpin]

Blatt Stangelbasis
unbehandelt kalt-dunkel behandelt unbehandelt kalt-dunkel behandelt

0 9,36' 0,52* 9,76 3,63*
14,79 10,83 6,03" 8,84*

24 5,60 15,20* 6,87 11,36*
72 39,08 40,04 17,11 30,30+
168 96,05 43,02+ 60,29 41,3G*

Das Dissacharid Saccharose wird durch spezifischwertasen in die Monosaccharide
Glucose und Fructose gespalten. Der Gehalt der $¢ex¢Glucose und Fructose) und die
Saccharosemenge stehen dementsprechend in engamrdashang. Dies lasst sich durch
das Hexosen / Saccharose-Verhéltnis gut veranschanl Bei einem z. B. hohen Verhéltnis
lasst sich schlussfolgern, dass Saccharose bedingih eine erhohte Invertaseaktivitat

vermehrt zu Glucose und Fructose abgebaut wird.Ummkehrschluss bedeutet ein sehr
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geringes Hexose / Saccharose-Verhaltnis eine Akkemag von Saccharose infolge von
eingeschrankter Invertaseaktivitat.

Im Blattgewebe von unbehandelten und kalt-dunkbbbdelten Stecklingen kam es wahrend
der Lichtphase zu einem signifikanten Anstieg dexdése / Saccharose-Rate. Die Blattproben
der Stecklinge beider Varianten zeigten einen g#gsthen Ausgangs- und Endwert, jedoch
waren in der Zeit von 6 bis 24 hpin die HexosedcBarose-Verhéltnisse der kalt-dunkel
behandelten Stecklinge signifikant héher als in tderMbehandelten (Tab. 5). Wahrend der
Lichtphase traten in der Stangelbasis der behardelhd unbehandelten Stecklinge keine
signifikanten Veranderungen des Hexose / Sacchafed#ltnisses auf. Eine kalt-dunkel

Behandlung beeinflusste also die Hexose / Sacobdrate in der Stangelbasis nicht.

Tab. 5: Einfluss einer kalt-dunkel Behandlung von gcklingen auf das Hexose / Saccharose-Verhaltnisi
Blatt und in der Sprossbasis wahrend der Lichtphasét = 0-168 hpin).
n = 8; unterschiedliche Buchstaben innerhalb einert8peigen signifikante Unterschiede; Sternchen
zeigen signifikante Effekte einer kalten Dunkelbatiang zum jeweiligen Zeitpunkt €0,05).

Zeit Hexose/Saccharose-Verhaltnis
[hpin]
Blatt Stangelbasis
unbehandelt kalt-dunkel behandelt unbehandelt kalt-dunkel behandelt
1,49 1,47 4,32 2,97
0,79 1,88 3,33 2,04
24 0,78 4,15+ 2,77 1,99
72 10,67 7,28 2,93 3,12
168 13,28 19,19 4,84 3,44

Kohlenhydrate stellen nicht nur die Energie fur AM/B bereit, sondern reprasentieren auch
den Pool der Kohlenstoff-Skelette und Metabolitee dur das Wachstum und die
Entwicklung der Pflanze erforderlich sind. So werdéhlenstoff-Skelette in Aminosauren
oder andere Verbindungen des N-Stoffwechsels umggs¥ta und folglich C- und N-
Metabolismus co-reguliert (Foyer et al., 1995). Bestimmung des Gesamtkohlenstoff- und
Stickstoffgehaltes in unbehandelten und kalt-durdeflandelten Stecklingen wurde fur den
Gesamtsteckling durchgefiihrt um Anderungen wahdamdAWB zu erkennen.
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Der Gesamtstickstoffgehalt in unbehandelten Stegklh nahm mit fortlaufender
Versuchszeit signifikant ab (Abb. 21a). Eine beswadtarke Reduzierung zeigte sich in den
ersten sieben Tagen in der Lichtphase (168 hp&).hgin gegenteiliger, aber nicht so
extremer Verlauf wurde fur den Kohlenstoffgehaltunbehandelten Stecklingen ermittelt
(Abb. 21b). Die Dunkelbehandelung bewirkte einengngikanten Anstieg des
Stickstoffgehaltes in den gelagerten Stecklingei® e /0 hpin. Bis zum Ende der
Lichtphase 336 hpe /168 hpin sank der Gehalt aoks$off, blieb jedoch auf einem
signifikant héheren Niveau als in den unbehandeKentrollen zum gleichen Zeitpunkt
(Abb. 21a). Ein Anstieg des Gesamtkohlenstoffgelsaltin kalt-dunkel behandelten
Stecklingen konnte erst wahrend der Lichtphasgéssellt werden (Abb. 21Db).

Basierend auf den Anderungen des C- und N-Metababs kam es infolgedessen auch zu
Modifikationen des C/ N-Verhaltnisses wahrend é&/B (Abb. 21c). In unbehandelten
Stecklingen erhodhte sich das C/ N-Verhéltnis gedldiKalt-dunkel behandelte Stecklinge
blieben wahrend der Dunkelperiode unveréandert,gedsieg das C / N-Verhaltnis bis zum
Ende der sich anschlieenden Lichtperiode auf dinlicghes Niveau wie bei den

Unbehandelten 168 hpe / hpin.

O Unbehandelt
100, @ 600 | (b) T 25 - (©) E Kalt-dunkel behandelt
—_ = £ c
Z 801 4 g e = b d ¢ S 20-
R T 400 2@ a E
z 60 o 2 151 b b
= 40 c b ‘= % 10
= = b 1
& a -g 200 ~ n a a a
5 20 O E 5-
z o z
0 0 O 01
0 168 336 0 168 336 0 168 336
hpe hpe hpe
0 168 0 168 0 168
hpin hpin hpin

Abb. 25: Veradnderungen des Stickstoffgehaltes (a)des Kohlenstoffgehaltes (b) und des C/N-
Verhéltnisses (c¢) wahrend der Adventivwurzelbildungin unbehandelten (hpe = hpin) und Kkalt-
dunkel behandelten Stecklingen (hpé hpin).

n = 6; unterschiedliche Buchstaben zeigen signifik&irterschiede (§0,05).

Es konnte gezeigt werden, dass die KohlenhydraligeWéhrend der Dunkelphase absinken,
besonders stark war dieser Vorgang im Blattgewebebeobachten. Der Gehalt von
Saccharose und Starke verringerte sich von den ggmen Kohlenhydraten als erstes in
beiden Geweben. Bei der Gegenuberstellung wahrendLidhtphase konnten zu Beginn
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signifikant geringere Kohlenhydratmengen in kaltkiel behandelten Stecklingen im
Vergleich zu Unbehandelten festgestellt werdens&idJnterschied konnte jedoch 6 hpin
nicht mehr nachgewiesen werden. Auffallig dabei,wdass der Saccharosegehalt in der
Stangelbasis von kalt-dunkel behandelten Steckiirggreits 6 hpin bis 72 hpin signifikant
hoher als in unbehandelten Stecklingen war. Dieekdnchungen zum Gesamtkohlenstoff-
und Gesamtkohlenhydratgehalt sowie dem Hexosecdh@amse-Verhaltnis resultierten in
signifikant héheren Werten der kalt-dunkel behatesieBtecklingen in der Phase zwischen 6
bis 24 hpin. Die kalte Dunkelperiode bewirkte eireniger starkes Absinken des

Stickstoffgehaltes im gesamten Steckling bis zurdekates Versuchs.

3.4 Aktivitatsbestimmung von Schlisselenzymen des Kohtaydrat-

haushaltes wahrend der AWB in Petunienstecklingen

Um die im Kapitel 3.3 dargestellten Ergebnisse zum Kohlenhydrathdiustedaillierter
charakterisieren zu koénnen, wurden die Aktivitateausgewahlter Enzymen des
Kohlenhydratmetabolismus in der Stangelbasis un@lattgewebe von Petunienstecklingen
bestimmt. Analysiert wurden die vakuoldre und cgtisshe Invertase, die Glucokinase,
Pyruvatkinase sowie die FBPase. Die Messung vorspttadructokinase und Glucose-6-
Phopshatdehydrogenase konnten aufgrund zu geriigiptaten im Blattgewebe nur in der
Stangelbasis bestimmt werden. Die zu katalysiemerRRieaktionen und die Einordnung des
Wirkungsortes der in diesem Kapitel untersuchtenyfre sind in Abb. 26 dargestellt.
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Abb. 26: Reaktionsschema ausgewahlter Schlisselenzg des Kohlenhydratmetabolismus.
Invertasen katalysieren die Umwandlung von Saca®aro Glucose und Fructose. Glucose kann durch
das Enzym GlucokinaseGK) und unter Verbrauch von ATP zu Glucose-6-Phospl@t-P)
phosphoryliert werden. G6-P wird Uber zwei Wegetareverstoffwechselt. Zum Einen durch die
Glucose-6-Phosphatdehydrogena&@sR-DH) zu 6-Phosphogluconolacto®RGL) und Ubertragung
von Wasserstoff auf NAD zum Anderen kann eine reversible Umwandlung zictése-6-Phosphat
(F6-P) durch das Enzym Phosphoglucoseisomer&sgl)(erfolgen. Fructose wird direkt Uber eine
Hexokinase KIK) zu F6-P phosphoryliert. Die PhosphofructokinaseFK) katalysiert die
geschwindigkeitsbestimmende Reaktion im ersten desl Glucoseabbaus: F6-P wird zu Fructose-1,6-
bisphosphatK1,6-BP umgewandelt. Das antagonistische Enzym ist digtBse-1,6-bisphosphatase
(FBPasg¢. Aldolase Aldo) spaltet F1,6-BP in DihydroxyacetonphosphzitiAP) und Glycerinaldehyd-
3-Phosphat GAP). DHAP wird Uber Glycerin-3-Phosphatdehydrogen&s8P-DH) zu Glycerin-3-
Phosphat G3-P) oder (iber die Triosephosphatisomerad@M] zu GAP umgewandelt. Uber
verschiedene Teilschritte ensteht aus GAP Phospltmgnvat PEP), welches mit Hilfe des Enzyms
PyruvatkinaseRK) zu Pyruvat Pyr) katalysiert wird. Die Lactatdehydrogenak®H) wandelt Pyruvat
(Pyr) in Lactat um.
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3.4.1 Aktivitaten von Schlisselenzymen des Kohlenhydrathashaltes in unbehandelten

Um

Stecklingen

eine Einordnung der mdglichen, durch die kaltank®lbehandlung verursachten

Veranderungen vornehmen zu konnen, wurde zunadestAktivitdt der ausgewahlten

Enzyme zu den in Abb. 27 gezeigten Zeiten der AWBunbehandelten Stecklingen

bestimmt.

Enzymaktivitat [nmol mint mg Protein]

Abb.

00 hpe/hpin @ 6 hpe/hpin @ 24 hpe/hpinO 72 hpe/hpinM168 hpe/hpin
1000 - Blatt 5000 - Sténgelbasis
4000 4 ¢C
3000 ~
2000 -
1000 -

vakuolare cytosolische vakuolare cytosolische
Invertase Invertase Invertase Invertase
80 - Blatt 300 1 stangelbasis
250 - b
200 -
a
150 - a
8 _aa a
100 - a
50 | ab jabpab
0 =il .
GK PK G6PDH
100 4 Blatt 100 4 Stangelbasis c
80 - b
60 - (
40 - ab ab
a ab
0

FBPase FBPase PFK

27: Enzymaktivitdten von vakuolarer und cytosdischer Invertase, Glucokinase (GK) und
Pyruvatkinase (PK) sowie Glucose-6-Phosphatdehydregase (G6PDH), FBPase und
Phosphofructokinase (PFK) im Blatt (links) und der Stangelbasis (rechts) von unbehandelten
Stecklingen wahrend der Lichtphase.

Dargestellt ist der Zeitraum von 0-168 Stunden ndeh Ernte (hpéhpin); n=6, unterschiedliche
Buchstaben innerhalb der Werte fir ein Enzym zegignifikante Unterschiede €0,05).
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Die Aktivitaten der Invertasen und PyruvatkinaseBfattgewebe veranderten sich wahrend
des untersuchten Zeitraums der AWB nicht (Abb. Z7agegen zeigte die Aktivitat der
FBPase bei 6 hpe/hpin eine signifikante Erniedrgg und die der Glucokinase ab
72 hpe / hpin einen Anstieg. Wahrend sich dieseiviiliten im Blattgewebe jedoch nur
geringfligig bis nicht verdnderten, variierten sieder Stangelbasis erheblich. Die Aktivitat
der vakuolaren und cytosolischen Invertasen sanlé dipe / hpin kontinuierlich bis zum
Zeitpunkt 168 hpe / hpin, wobei die Aktivitat deakwoléren Invertase stets hoher als die der
cytosolischen Invertase war. Die Aktivitat der Glkmase wies nur leichte Schwankungen
auf, die der Pyruvatkinase blieb unverandert. Gdae®-Phosphatdehydrogenase veranderte
sich bis 24 hpe / hpin nicht. Ab 72 hpe / hpin étleGsich die Aktivitat des Enzyms und blieb
bis 168 hpe / hpin auf einem ahnlichen Niveau. Bkévitaten der beiden Enzyme FBPase
und Phosphofructokinase zeigten einen kontraretaMerWahrend die FBPase-Aktivitat ab

72 hpe / hpin absank, erhohte sich die AktivitatleK bis zum Ende der Messungen.

3.4.2 Aktivitdten von Schlisselenzymen des Kohlenhydratheshaltes in kalt-dunkel
behandelten Stecklingen

Nachdem in den vorherigen Kapiteln ein Einflusseeikalten Dunkelbehandlung auf alle bis
dahin untersuchten Parameter wahrend der AWB fsigtiife werden konnte, sollte nun
Uberprift werden, ob auch die Aktivitdten der auwsgdten Enzyme des Kohlenhydrat-
haushaltes davon beeintrachtigt sind (Abb. 28)e kedte Dunkelbehandlung von Stecklingen
fuhrte im Blatt bei der Mehrzahl der Enzyme zu eiWerringerung der Aktivitaten. Nach
geringen Schwankungen in der Anfangsphase vernimdech die Enzymaktivitat beider
Invertasen, der Glucokinase sowie der Pyruvatkim@sdEnde der Dunkelperiode signfikant.
Eine reduzierte Aktivitdt der FBPase konnte bereits 6 hpe festgestellt werden und
veranderte sich bis zum Ende der kalten Dunkeldibag nicht mehr. In der Stangelbasis
blieben die Enzymaktivitaten von cytosolischer imase, Glucokinase, Pyruvatkinase und
Glucose-6-Phosphatdehydrogenase sowie FBPase vokalden Dunkelbehandlung relativ
unbeeinflusst. Die Phosphofructo-kinase zeigte kinefristige Erniedrigung in der Aktivitat
6 hpe, stieg dann aber wieder auf die Ausgangstitan.
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Enzymaktivitat [nmol min~ mg* Protein]

Abb.
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28: Enzymaktivitdten von vakuolarer und cytosdischer Invertase, Glucokinase (GK) und
Pyruvatkinase (PK) sowie Glucose-6-Phosphatdehydregase (G6PDH), FBPase und
Phosphofructokinase (PFK) im Blatt (links) und der Sténgelbasis (rechts) von kalt-dunkel
behandelten Stecklingen wahrend der Dunkelphase.

Dargestellt ist der Zeitraum von 0-168 Stunden rdahErnte (hpe); B 6, unterschiedliche Buchstaben
innerhalb der Werte fir ein Enzym zeigen signifieatdnterschiede g0,05).

Deutlichere Veranderungen der Enzymaktivitaten ilattB und Stéangelgewebe konnten
wahrend der sich anschliel3enden Lichtphase bestimemten (Abb. 29). Die Aktivitaten der

Inve

rtasen stiegen ab 72 hpin im Blatt, zum Zeikpur68 hpin reduzierte sich die Aktivitat in

der Stangelbasis signifikant. Die Aktivitat der &yatkinase im Blatt und der Sténgelbasis

sowie die FBPase-Aktivitat im Blattgewebe veranelersich im Verlauf der Bewurzelung

nicht signifikant. In der Stangelbasis jedoch kasrab 72 hpin zu einem Abfall der FBPase-
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Aktivitat. Das antagonistisch wirkende Enzym Phadplictokinase erhohte dementsprechend
die Aktivitat ab 72 hpin. Die Aktivitat der Glucakase erhdhte sich ab 24 hpin im Blatt und
erst gegen Ende der Lichtperiode in der Stangabaghuch die Glucose-6-
Phosphatdehydrogenase-Aktivitat stieg erst ab 12 dip

00 hpin ©6 hpin B24 hpin 072 hpin W168 hpin

1000 - Blatt 5000 4 Stangelbasis
800 - 4000 -
b ab
600 - ab 30001 b _, p
ab b
400 g @ 2000 - ab a
ab b b bab b ap
200 - a a 1000 - a
0 1 0 1
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'9:) Invertase Invertase Invertase Invertase
o
o
<
£
- 80 Blatt 200 1 Stangelbasis
£
€ 60 150 -
o a
é 40 - a a 100
| S a
'(*_U‘ a
g 20 bc € © 50
= a ab
<
g 0 0 4
N GK PK GK PK G6PDH
w
50 4 Blatt 100 -
40 - 80 -
a
30 - 60 -
20 - a 40 |
10 = 20 1
0 0

FBPase PFK

Abb. 29: Enzymaktivitdten von vakuolarer und cytosdischer Invertase, Glucokinase (GK) und
Pyruvatkinase (PK) sowie Glucose-6-Phosphatdehydregase (G6PDH), FBPase und
Phosphofructokinase (PFK) im Blatt (links) und der Sténgelbasis (rechts) von kalt-dunkel
behandelten Stecklingen wahrend der Lichtphase.

Dargestellt ist der Zeitraum von 0-168 Stunden ndeim Stecken (hpin); #6, unterschiedliche
Buchstaben innerhalb der Werte fir ein Enzym zegignifikante Unterschiede €0,05).



3 ERGEBNISSE 72

3.4.3 Vergleich von Aktivitdten von Schliisselenzymen ddsohlenhydrathaushaltes in
unbehandelten und kalt-dunkel behandelten Petuniertecklingen wéahrend der

Lichtphase

Die Enzymaktivitdten in unbehandelten (Abb. 27) Wadt-dunkel behandelten (Abb. 29)
Stecklingen wurden wahrend der Lichtphase miteieamérglichen. Zu Beginn waren alle
Enzymaktivitaten der unbehandelten Stecklinge ietBewebe signifikant hoher als in kalt-
dunkel behandelten Stecklingen (Abb. 30 und Abb. b 6 hpin konnte dieser Unterschied
bis zum Ende des Versuches nicht mehr nachgewigesaden. Ausgenommen davon konnte
eine erneut hohere Aktivitdt der FBPase zum Zekpub68 hpin in unbehandelten
Stecklingen im Vergleich zu kalt-dunkel behandelg&rcklingen festgestellt werden (Abb.
31). In der Stangelbasis konnten fiir die Aktivilér Glucokinase bei der Gegenuberstellung
von unbehandelten und kalt-dunkel behandelten fteehn keine signifikanten Unterschiede
aufgezeigt werden (Abb. 30). Die Aktivitat der Pyatkinase in unbehandelten Stecklingen
war kurzfristig (6 hpin) erhéht. Das Enzym FBPasekalt-dunkel behandelten Stecklingen
Zeigte eine gesteigerte Aktivitdt im Vergleich zendunbehandelten Stecklingen zum
Zeitpunkt 6 hpin (Abb. 31). Auch die Aktivitdt d&hosphofructokinase war nur 72 hpin in
unbehandelten Stecklingen signifikant héher alsaitrdunkel behandelten Stecklingen.

Umfangreichere Unterschiede der beiden Stecklirgavien konnten fur Invertasen und
Glucose-6-Phosphatdehydrogenase in der Stangebnaalgsiert werden (Abb. 30 und Abb.
31). Die Ausgangsaktivitat der Invertasen war inr d&angelbasis von kalt-dunkel
behandelten Stecklingen zu Beginn der Lichtphageiféiant niedriger als in unbehandelten
Stecklingen. Sie erreichte in behandelten Stec&hngb 6 hpin ein mit unbehandelten
Stecklingen vergleichbares Niveau und war zum Zeitp 72 hpin signifikant héher als in
der unbehandelten Kontrolle. Betrachtet man die ivkt der Glucose-6-Phosphat-
dehydrogenase, so konnten Unterschiede zwischenehanldelten und kalt-dunkel
behandelten Stecklingen 6 hpin und 72 hpin sowk Hgin bestimmt werden. In der frihen
Phase der Lichtanwendung war die Aktivitat in ldinkel behandelten Stecklingen

signifikant hdher als in Unbehandelten, zu dend&eishéateren Zeitpunkten jedoch niedriger.
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OUnbehandelt @ Kalt-dunkel behandelt
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Abb. 30: Vergleich der Aktivitdtsdnderungen von vakiolarer und cytosolischer Invertase, Glucokinase
und Pyruvatkinase im Blatt (links) und der Stangellasis (rechts) von unbehandelten und kalt-
dunkel behandelten Stecklingen wahrend der Lichtphse.

Dargestellt ist der Zeitraum von 0-168 Stunden ndem Stecken (hpin); a6, Sternchen zeigen
signifikante Unterschiede zum jeweiligen Zeitpu(pkt0,05).
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OUnbehandelt EKalt-dunkel behandelt
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Abb. 31: Vergleich der Aktivitatsdnderungen von FBRise im Blatt (oben links) und der Stangelbasis
(oben rechts) sowie Glucose-6-Phosphatdehydrogeng$&6PDH) in der Stangelbasis (unten links)
und Phosphofructokinase in der Sténgelbasis (unterechts) von unbehandelten und kalt-dunkel
behandelten Stecklingen wahrend der Lichtphase.

Dargestellt ist der Zeitraum von 0-168 Stunden ndem Stecken (hpin); a6, Sternchen zeigen
signifikante Unterschiede zum jeweiligen Zeitpu(pkt0,05).

Wahrend der Dunkelphase nahmen vor allem die A#ten der vakuoldren und
cytosolischen Invertasen im Blatt und der Stangatbab. Signifikante Abnahmen der
Enzymaktivitaten von Glucokinase und Pyruvatkinasaren nur im Blattgewebe
nachzuweisen. Die Aktivitdit der anderen untersuthEnzyme veranderte sich nicht
signifikant wahrend der Dunkelperiode. Beim Vergteder unbehandelten und kalt-dunkel
behandelten Stecklinge wéhrend der Lichtphase ewigtich nur zu Beginn hohere
Enzymaktivitaten im Blattgewebe von unbehandelt@cti8ingen. In der Stangelbasis konnte
nachgewiesen werden, dass die Aktivitdt der Ingertain der spateren Phase der AWB
(72 hpin) in kalt-dunkel behandelten Stecklingegngikant hoher als in Unbehandelten war.
Des Weiteren wurde festgestellt, dass die Aktiwtit Glucose-6-Phosphatdehydrogenase zu
Beginn der Lichtphase in kalt-dunkel behandelteacldingen héher als in unbehandelten

Stecklingen war, jedoch zeigte sich in der spattease der AWB ein umgekehrtes Bild.
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3.5 CO,-Gaswechsel von Petunienstecklingen

Am Anfang der Untersuchungen zum Netto-&d&aswechsel stand die Frage, in welchem
MalRe Petunienstecklinge Photosynthese betreiben abnddiese in einem geeigneten
Versuchsaufbau fir den Gesamtsteckling erfassbiar Dabei war es wichtig, eine
kontinuierliche Datenerfassung zu erhalten ohne Wdmgebungsatmosphare durch den
Messvorgang zu verandern. Zudem sollte gezeigteverdwieweit gemessene Unterschiede
in der Metabolitanalyse zwischen unbehandelten kedttdunkel behandelten Stecklingen
eventuell auf den C&Gaswechsel zurtckzufihren sind.

3.5.1 CO,-Gaswechsel von unbehandelten Stecklingen

Als erster Schritt wurde der Gaswechsel von unbaditen Stecklingen ermittelt. Die
Wachstumsbedingungen in der Klimakammer wurden detersuchungen aus vorherigen
Kapiteln angepasst. Die Temperatur wurde auf 2qNécht) bzw. 22 °C (Tag) eingestellt
und die Lichtintensitat auf 100 pmolfrs * (iber 10 Stunden pro Tag festgelegt. In Abb. 32
sind die Nettophotosyntheseraten und die Dunkelagro Steckling im Zeitraum von 24
bis 336 hpin dargestellt. Um fir spatere Analysémere Vergleich von unterschiedlich
behandelten Stecklingen anzustellen, wurden die,-G&wechselraten auch auf die
Blattflache bezogen. Es konnte gezeigt werden, di@asgemessenen Nettophotosyntheseraten
und die Dunkelatmung der Stecklinge wahrend desskggaums relativ konstant blieben.
Eine eventuell zu erwartende Anstiegsphase deroplettosyntheserate zu Beginn der

Messungen konnte nicht festgestellt werden.
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Abb. 32: Verlauf der Tagesmittelwerte der Nettophobsyntheserate (oben), bezogen auf die Blattflache
(Pret) Oder pro Steckling (Ret) und der Dunkelatmung (unten), bezogen auf die Bitflache (Da)
oder pro Steckling (Dny).

Dargestellt ist der Zeitraum von 24 bis 336 Stundmicth dem Stecken (hpin) von unbehandelten
Stecklingen; r= 8.

Eine Bewertung der Assimilatausnutzung und des oN€tthlenstoff-Gewinns aus dem
Gaswechsel konnte mit Hilfe einer Bilanzrechnunggeoommen werden. Hierfir wurde die
Versuchszeit in der frihen Phase bis zum siebérdagnin der spaten Phase (7.—14. Tag) und
Uber den gesamten Zeitraum betrachtet (Tab. 6)Jemersten sieben Tagen war die Menge
des assimilierten Kohlenstoffs aus der Nettophatth®se signifikant hoher als die Menge an
Kohlenstoff, die Uber die Trockenmassedifferenaigdén wurde. In der zweiten Halfte des
Versuchs konnten keine signifikanten Unterschidéotedfe Bilanz nachgewiesen werden. Die

CUE stieg jedoch gegenuber dem ersten Versuchsaeitsignifikant an. Betrachtet man die
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gesamte Versuchsperiode von 14 Tagen, so ist #&stian, dass die Bilanz nicht
ausgeglichen war.

Tab. 6: Vergleich des assimilierten Kohlenstoffs aa der Netto-CO-Aufnahme (C,) und aus der
Pflanzentrockenmasse (Gy) pro Steckling sowie der Carbon Use Efficiency (CH) von
unbehandelten Petunienstecklingen in verschiedeneteitintervallen.
n=4, unterschiedliche Buchstaben innerhalb einert8patigen signifikante Unterschiede, Sternchen
zeigen signifikanten Unterschiede beim Vergleigh @d G innerhalb eines Zeitraumes{(p05).

Zeit Cret Ctm CUE
[Tage] [gC je Steckling] [gC je Steckling] [-]

0-7 0,040" 0,036 0,72
7-14 0,049 0,050 0,78
0-14 0,088 0,086 0,76

Nachdem herausgefunden werden konnte, in welchen®eMBetunienstecklinge unter
Standardbedingungen im etablierten Versuchssystaotogynthetisch aktiv sind, sollte
gezeigt werden, welche Auswirkungen veranderte Utfakéoren wie die Lichtintensitat,
Temperatur und CEKonzentration der Umgebungsluft auf den Gaswechsdldamit auch
auf die Bewurzelung der Stecklinge ausuben. ZuedieZweck wurden Licht- und GO
Sattigungskurven sowie Temperaturoptimumskurven @,-Gaswechselraten aufge-
nommen (Abb. 33). Zur Darstellung dieser Beziehangeairden die in Kapitel 2.13.2.4
beschriebenen Gleichungen verwendet. Die Darstgllder Nettophotosyntheseraten von
unbehandelten Stecklingen in Abhangigkeit der estrgllten Lichtintensitat wies eine
Sattigungskurve auf (Abb. 33a). Mit zunehmenderhtiidensitat stieg die Nettophoto-
syntheserate der Stecklinge. Der Bereich des staifstieges lag bei einer PPFD von 50 bis
ungefahr 300 umol M s™. In den durchgefiihrten Versuchen der vorherigepitébwurde
eine Lichtintensitat von 100 pmol Mms™* angewandt. Die erzielte Nettophotosynthese-
aktivitat der Stecklinge befand sich somit im uaeterBereich der mdglichen Kapazitat.
Jedoch muss beachtet werden, dass hohe Lichtitéersnur fur einen kurzen Zeitraum von
max. 60 Min. angewendet wurden, um die noch unbesien Stecklinge nicht einem
Trockenstress auszusetzen. Aul3erdem wurde die rabxiRhotosynthesekapazitat mit 8,5
umol CQ m? s’ ermittelt. Die Lichtintensitat, welche bei 90 %rd®maximalen C@
Gaswechselrate erreicht wird, ist als LSP definj8dhulze, 1970). Der LSP wurde mit 358
umol CQ m? s berechnet.
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Des Weiteren wurden CEsattigungskurven aufgenommen, wobei die FaktoréchtL
(PPFD: 100 pmol if s %) und Temperatur (T: 22°C) konstant blieben. Diemendeten C@
Konzentrationen von bis zu 1300 ppm konnten nurBereich der Steigung, nicht aber den
der Sattigung erreichen (Abb. 33b). Es wurde deutlidass mit erhéhter G&onzentration
die Nettophotosyntheserate der Petunienstecklingeeit. Durch die Bestimmung der
Nettophotosyntheserate in Abhangigkeit von unteesttithen Lichtintensitaten in
Kombination mit verschiedenen G®onzentrationen konnte gezeigt werden, dass daoFa

Licht den Gaswechsel starker beeinflusst als dig-K@zentration (Abb. Il, Anhang).
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Abb. 33: Netto-CO,-Gaswechselraten in Abhangigkeit von der eingestrdten Lichtintensitat (a), der CO,-
Konzentration (b) sowie der Tempetar im Licht (c) und im Dunkeln (d)

Als Nachstes wurde durch schrittweise Veranderueg Ttemperatur bei konstanter €O
Zufuhr (400 ppm) bei einer Lichtintensitat von 1060l mi? s* die Nettophotosyntheserate
bzw. bei Dunkelheit die Atmung aufgenommen. Der peratureinfluss auf die
Nettophotosyntheserate war im untersuchten Benedxch12 bis 32 °C aul3erst gering (Abb.
33c). Die Analysen zur Dunkelatmung in Abhangigkeih der Temperatur zeigten dagegen
eine deutlich gesteigerte Atmung wenn die Tempermtoht wurde (Abb. 33d). Fur beide
Merkmale muss jedoch auch hier berlcksichtigt werdkass extrem hohe und niedrige
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Temperaturen nur temporar Einsatz fanden, da afadlsrndie Bewurzelung zu stark

beeinflusst worden ware.

3.5.2 Einfluss der Lichtintensitat auf den CO,-Gaswechsel von unbehandelten
Stecklingen

Fur weitere Untersuchungen zum Netto-Gaswechsel Retunienstecklingen sollte der
Einfluss auf die C@Gaswechselraten unter Einwirkung einer langfrigdifferenzierten
Lichtintensitat getestet werden. Aus diesem Grungden Stecklinge mit einer Licht-
intensitat von 150 pmol Ths* fiir 14 Tage bestrahlt und mit Stecklingen vergiithwelche
mittels einer Netzabdeckung nur 80 pmoFre* ausgesetzt waren. Die Temperatur wurde
auf 20/22 °C (Nacht/Tag) und die Tageslange it Stunden festgelegt. Die @O
Konzentration in der Kammer wurde so eingestedgsddie Konzentration unter den Hauben

der Bewurzelungsschalen ca. 400 ppm erreichte.

In diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass dauerhaft hohere Bestrahlung der
Stecklinge zu einer signifikant hoheren Nettophgttiseserate und Dunkelatmung pro
Steckling fuhrt (Abb. 34). Auch die G&aswechselraten der starker bestrahlten Stecklinge
bezogen auf die Blattflache, waren im Vergleichdem mit einer geringeren Lichtintensitét
behandelten Stecklingen signifikant erhéht. Die Andung einer ca. zweifach héheren
Lichtintensitat bewirkte eine um etwa das Doppghsteigerte Nettophotosyntheserate sowie

Dunkelatmung der Stecklinge.
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Abb. 34: Verlauf der Tagesmittelwerte der Nettophobsyntheseraten (oben), bezogen auf die Blattflache

(Pret) Oder pro Steckling (Ret) und der Dunkelatmung (unten), bezogen auf die Bitflache (Da)
oder pro Steckling (Dny).

Dargestellt ist der Zeitraum von 72 bis 312 Stundaoh dem Stecken (hpin) von Stecklingen, die mit
unterschiedlichen Lichtintensitaten (PPFD1: 80 pmof s PPFD2: 150 umol i s ) behandelt
wurden; n=8, unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikabteterschiede zu jedem Zeitpunkt
(p<0,05).

Mit Hilfe einer Bilanzierung der C&Gaswechselraten und der Berechnung der CUE-Werte
konnten Aussagen Uber den Netto-Kohlenstoff-Gewetnoffen werden (Tab. 7). Stecklinge,
die mit einer hoheren Lichtintensitat bestrahlt darmr, assimilierten signifikant hdhere
Mengen an Kohlenstoff im Vergleich zu den geringestrahlten Stecklingen. Dies zeigte
sich auch in einem gré3eren Trockenmassezuwacltséat&er bestrahlten Stecklinge bis zum
Ende des Versuchs. Auffallig war, dass die assemédi Kohlenstoffmenge aus der
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Nettophotosynthese in Stecklingen, die einer hdhdrechtintensitdt ausgesetzt waren,
signifikant héher war als die assimilierte KohlerfBhenge aus der Pflanzentrockenmasse.

Tab. 7: Vergleich des assimilierten Kohlenstoffs aa der Netto-CO-Aufnahme (C,) und aus der
Pflanzentrockenmasse (@) pro Steckling, der Carbon Use Efficiency (CUE) swie der Zunahme
der Blattflache (ABF) und Trockenmasse ATM) pro Steckling von Stecklingen, die mit
unterschiedlichen Lichtintensitaten (PPFQ: 80 pmol m? s*; PPFD,: 150 umol m? s behandelt
wurden.
n=4, unterschiedliche Buchstaben innerhalb einert8pedigen signifikante Unterschiede, Sternchen
zeigen signifikanten Unterschiede beim Vergleich, @nd Gy innerhalb der gleichen Behandlung

(p<0,05).
PPFD Chet Ctm CUE ABF ATM
[umol m2sY [9C je Steckling] [gC je Steckling] [] [cm? je Steckling]  [g je Steckling]
80 0,073 0,072 0,85 20,37 0,16
150 0,108 0,094 0,70 21,17 0,20

Um zu prifen, inwiefern sich Stecklinge in ihrer ttiéphotosyntheseleistung an die
unterschiedlichen Lichtbedingungen angepasst habarge fir beide Stecklingsvarianten
eine Lichtsattigungskurve aufgenommen und miteieancerglichen (Abb. 35). Bei einer
niedrigen Lichteinstrahlung bis ca. 120 pmoFra* wiesen beide Stecklingsvarianten eine
ahnliche Nettophotosyntheserate auf. Dagegen konimee hoheren Lichtintensitaten (Uber
200 pmol m? s %) Unterschiede festgestellt werden. Die Stecklirtie,einer Lichtintensitét
von 150 pmol if s (PPFDQ) ausgesetzt waren, zeigten signifikant héhere dghtito-
syntheseraten als die mit durchgehend Niedrighaitandelten Stecklinge (PPHDAus den
Lichtabhangigkeitskurven der G&@aswechselraten konnte die maximale Photosynthese-
aktivitat abgeleitet werden. Die maximale Photosgstekapazitat der PPEFDehandelten
Stecklinge war mit 7,13 umol G®n 2 s * geringer als die der PPgEbehandelten Stecklinge
mit 9,08 pmol COmM™2s™.
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Abb. 35: Lichtsattigungskurven von Stecklingen, diemit zwei unterschiedlichen Lichtintensitaten
behandelt wurden (PPFP 80 pmol mi?s™*; PPFD,: 150 pmol m?s™).

3.5.3 CO,-Gaswechsel von kalt-dunkel behandelten Stecklingemahrend der
Lichtphase

Aufbauend auf den bisher gewonnenen Ergebnissen Netto-Gaswechsel von Petunien-
stecklingen, sollten nun die Auswirkungen der kalbrinkelbehandlung von Stecklingen auf
die CQ-Gaswechselraten analysiert werden. Die erhalténfemmationen zur Nettophoto-

syntheserate sowie zur Dunkelatmung kdnnten evidatRéckschliisse auf die Unterschiede
zwischen unbehandelten und kalt-dunkel behandediecklingen in der Betrachtung der
Kohlenhydrate zulassen. In einem weiteren Experimemden die Nettogaswechselraten von

kalt-dunkel behandelten und unbehandelten Steaktingn der Lichtphase miteinander
verglichen (Abb. 36).

Die Gegenuberstellung der NettophotosyntheseratenSpeckling von unbehandelten und

kalt-dunkel behandelten Stecklingen zeigte keingnikanten Unterschiede. Auch die
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Dunkelatmung pro Steckling verlief wahrend des rAeins auf einem &hnlichen Niveau. Um
die CQ-Gaswechselraten der unterschiedlich behandeltexki8ige besser miteinander
vergleichen zu konnen erfolgte eine Datenkorrekter BezugsgrofRe auf die Blattflache.
Weder fur die Nettophotosyntheserate, noch fir Denkelatmung bezogen auf die

Blattflache konnte ein signifikanter Einfluss eikatt-dunkel Behandlung ermittelt werden.
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Abb. 36: Verlauf der Tagesmittelwerte der Nettophotsyntheseraten (oben), bezogen auf die Blattflache
(Pnep oder pro Steckling (Rew) und der Dunkelatmung (unten), bezogen auf die Bttlache (Dp)
oder pro Steckling (Day).

Dargestellt ist der Zeitraum von 24 bis 144 Stundach dem Stecken (hpin) von unbehandelten und kalt
dunkel behandelten (KDB) Stecklingen=8., unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikauger-
schiede zu jedem Zeitpunkt{p,05).

AbschlieRend wurde der Netto-Kohlenstoff-Gewinn desn Gaswechsel, die CUE und die

Kohlenstoffbilanz der unbehandelten und kalt-dunkehandelten Stecklinge wahrend des
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Zeitraums von 0 bis 168 hpin wéhrend der Lichtphageinander verglichen (Tab. 8). Wie
bereits in Kapitel 3.5.1 erwahnt, konnte in unbehandelten Stecklinges Uber die
Nettophotosynthese gebildete Menge an Kohlenstoff der Trockenmasse nicht
wiedergefunden werden. Beim Vergleich der assimdie Kohlenstoffmenge aus der
Nettphotosynthese und der Trockenmasse von kakedumehandelten Stecklingen konnte
jedoch kein signifikanter Unterschied festgeste#trden. Die Rate der Nettophotosynthese
und der Dunkelatmung beider Stecklingsvariantenensohied sich wahrend dieser
Versuchsphase nicht signifikant. Dies spiegelt adiehberechnete Menge an assimilierten
Kohlenstoff aus der Nettophotosynthese wieder,rditgs zeigt sich beim Vergleich der
Kohlenstoffmenge aus der Trockenmasse von Kkalt-elufdehandelten Stecklingen ein
signifikant héherer Wert als in den Kontrollen. D#geiteren waren die CUE und der
Zuwachs an Trockenmasse in kalt-dunkel behand@&8teoklingen signifikant hdherer als in

den Kontrollen.

Tab. 8: Vergleich des assimilierten Kohlenstoffs aa der Netto-CO-Aufnahme (C,) und aus der
Pflanzentrockenmasse (@) pro Steckling, der Carbon Use Efficiency (CUE) swie der Zunahme
der Blattflache (ABF) und Trockenmasse ATM) pro Steckling 0—168 hpin von unbehandelten und
kalt-dunkel behandelten (KDB) Stecklingen.

n =4, unterschiedliche Buchstaben innerhalb einert8pedigen signifikante Unterschiede, Sternchen
zeigen signifikanten Unterschiede beim Vergleich: @nd Gy innerhalb der gleichen Behandlung

(p<0,05).
Behandlung Chret Crm CUE ABF ATM
[gC je Steckling] [gC je Steckling] =] [cm? je Steckling]  [g je Steckling]
unbehandelt 0,040" 0,036 0,72 10,29 0,07
KDB 0,042 0,042 0,80 8,26 0,17

Es konnte demonstriert werden, dass eine kalte &lbekandlung den C&5aswechsel von

Petunienstecklingen nicht signifikant verandert.e®i spiegelte sich auch in einer
vergleichbaren Menge an assimilierten Kohlenstef§ aer Nettophotosynthese in beiden
Stecklingsvarianten wider. Jedoch konnte fur kaitdeel behandelte Stecklinge ein
signifikant héherer Trockenmassezuwachs und CUEVengleich zu den unbehandelten

Kontrollen nachgewiesen werden.
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4 DISKUSSION

4.1 Veranderungen des zeitlichen Verlaufs der AWB

Eine erfolgreiche vegetative Vermehrung von Stegdn ist abhangig von der Bildung von
Adventivwurzeln. Das Potential gentigend Adventivzelm zu bilden, bestimmt maf3geblich
die Qualitat und das Wachstum der Stecklinge, aa tlhs Wurzelsystem die Nahrstoff- und
Wasseraufnahme realisiert wird (Benjamin und WrE®/8). Exogene Faktoren, wie die
Lichtintensitat, Photoperiode, Temperatur und Fégkhit sowie der Gesundheitszustand der
Donorpflanzen kdnnen eine grofRe Rolle fur den Beelungserfolg der Stecklinge spielen
(von Hentig und Kndsel, 1986; Hartmann et al., J9%ihe weitere Einflussgroi3e, die bisher
in der Literatur des Ofteren mit einer Einschrarnkanf die AWB beschrieben wurde, ist eine
kurzzeitige Dunkelbehandlung unbewurzelter StegdinWahrend des Transports von
Zierpflanzenstecklingen zu Bewurzelungsstationen eisie Lagerung in Dunkelheit ein
unumganglicher Produktionsschritt. Um eine hohe li@@taund damit die Fahigkeit zur
Bildung von Adventivwurzeln zu gewahrleisten, ist motwendig die Effekte verschiedener
Umweltfaktoren auf den Bewurzelungsvorgang zu kanwo@d folglich die Transport-
bedingungen optimieren zu kénnen. Zudem ist es grfder Bedeutung, den durch eine
Dunkelbehandlung veranderten Ablauf morphologiséhergnisse in der AWB zu erkennen.
Obwohl sich Forscher mit dem Einfluss verschiedebenweltfaktoren auf die AWB
beschaftigt haben, sind umfassende Untersuchungear Berlcksichtigung einer Dunkel-
behandlung von Stecklingen tGber Umweltfaktoren mmatphologische Ereignisse wahrend
einer Dunkelbehandlung in Zierpflanzenstecklingermer Literatur kaum vertreten (Hansen
und Eriksen, 1974; Fisher und Hansen, 1977, Eligsk®78; Hansen et al., 1978; Druege et
al., 2004; Mutui et al., 2005; Rapaka et al., 2005)

4.1.1 Eine kalte Dunkelbehandlung induziert eine beschlenigte Bewurzelung wéahrend

der Lichtphase

Der Einfluss einer temporaren Dunkelbehandlung def Bewurzelung von Petunien-
stecklingen wurde unter Anwendung veranderten Unfaebren untersucht (Dauer der
Dunkel- und Lichtphase, Lichtintensitat, Temperatuber Vergleich mit unbehandelten
Kontrollen bei einer identischen Versuchszeit vénThgen, aber einer deutlich reduzierten
Lichtphase der kalt-dunkel behandelten Stecklinge @aTage, fuhrte zu einem &hnlichen
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Bewurzelungsniveau. Erste sichtbare Wurzeln auBertier Stangelbasis von kalt-dunkel
behandelten Stecklingen waren bereits am funftgnifaer Lichtphase zu erkennen, bei den
Kontrollen drei Tage spéater. Der stimulierende ksg einer kalten Dunkelbehandlung auf
die Bildung von Adventivwurzeln in Petunienstecgiém konnte noch starker verdeutlicht
werden, indem die Lange der Lichtphase der kalkdubehandelten Stecklinge auf die der
Kontrollen angepasst wurde, wobei sich nach 13 ageder Lichtphase bereits erste

Lateralwurzeln entwickelten.

Eine fordernde Beeinflussung der Kaltebehandlungni® bereits fir Nelke (Garrido et al.,
1996 und 1998) und Chrysantheme (Druege et al.Q)208chgewiesen werden, wobei die
erzielten Ergebnisse nicht zu solch starken Effektge in Petunie fihrten. Eine Dunkel-
behandlung von Pelargonienstecklingen beeintréicktig/ohl bei niedrigen (4 °C) als auch
bei hoheren (21 °C) Temperaturen die AWB negatig induziert als typische Nachernte-
eigenschaft dieser Pflanzenart eine Blattsenes¢eaizk et al., 1998; Druege et al., 2004;
Rapaka et al., 2005; Mutui et al., 2005).

Garrido et al. (1998) verglichen den Einfluss ustaredlich langer Kalteperioden (2 bis 12
Wochen) bei 4 °C und einer geringen Lichtintens{i& W m?) auf die Bewurzelung von
Nelkenstecklingen. Eine Verlangerung der Kéltepdgiovon zwei auf vier bis sechs Wochen
forderte die AWB. Bei einer noch langeren Kalteandweng verschlechterte sich der
Bewurzelungszustand jedoch (Garrido et al.,, 1998 Bewurzelung von Petunien-
stecklingen wurde durch eine Verlangerung der kaenkelphase von sieben auf 14 Tage
nur geringfiigig beeinflusst. Diese variierenden lBattungen konnten auf die verschiedenen
Kombinationen der Faktoren von Dunkelheit und rigeglv Temperaturen zurtckzufiihren
sein. Zudem ist bekannt, dass das Lagerungspdtemihdie Toleranz fiur Kihle von der
Pflanzenart aber auch vom Genotyp abhangig isti¢Pekt al., 2000; Hu et al., 2006). Aus
diesem Grund wurden in einem weiteren Experimerg &tecklinge einer warmen
Dunkelbehandlung unterzogen. Die Dunkelbehandlugig2b °C flihrte zu einer vergleich-
baren Bewurzelung wie bei 10 °C, so dass vermuetden kann, dass der Effekt der
beschleunigten Bewurzelung in erster Linie dural @unkelheit verursacht wird. Dennoch
zeigten sich phanotypische Veranderungen der Steekl(feine dinne Wurzeln, gelbe
Blatter). Es ist anzunehmen, dass erhdhte Temperatudhrend der Dunkelphase zu einer
gesteigerten Respirationsrate und folglich einenihiMerbrauch an Kohlenstoff und Wasser
fihren (Amthor, 1989). Ahnliche Blattveranderungeer Stecklinge nach einer Dunkel-
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behandlung konnten auch in Studien an Pelargomiekisigen demonstriert werden (Mutui
et al., 2005). Die Blattschaden der warm-dunkebbelelten Stecklinge lassen vermuten, dass
es zum Abbau von Chlorophyll und zu SchadigungenRietosyntheseapparates gekommen
ist, wodurch die Leistung der Assimilatsyntheseal@n Lichtphase eingeschrankt wurde und
zu einer verminderten Wurzelqualitat der Stecklifgéarte. Eine Dunkelbehandlung in
Kombination mit niedrigen Temperaturen scheint sigmnach besonders effektiv auf die

AWB auszuwirken.

4.1.2 Eine kalte Dunkelbehandlung stabilisiert die Bewurelungsfahigkeit und

reduziert donorpflanzenabhangige Schwankungen der WB

Die Photosynthese ist eine lichtabhangige Reakti@der Synthese und der Bereitstellung
von Assimilaten dient und somit fur die Pflanze édbensnotwendiger Prozess ist. Da
besonders in der spateren Phase der AWB verstétkekhydrate fir das Wachstum und die
Verlangerung der Wurzeln zur Verfiugung gestellt deer missen, kdonnte die Anwendung
einer reduzierten Lichtintensitat zu einer eingesckten Bewurzelung der Stecklinge fiihren,
die sich vermutlich primar negativ auf die Gesamzellange und die Bewurzelungsrate

auswirkt.

Im Gegensatz zu den Erwartungen flhrte eine gamnddachtintensitdt zu keinem
signifikanten Unterschied in der AWB. Weder die Kollen, noch die kalt-dunkel
behandelten Stecklinge zeigten eine schlechtereuBmling aufgrund der veranderten
Bestrahlungsstarke. Untersuchungen mit kalt gelagePelargonienstecklingen fuhrten zu
einer verbesserten AWB, wenn die Lichtintensitatdén sich anschlielBenden Bewurzelungs-
phase erhtht wurde (Rapaka et al., 2005). Eine Adweg von unterschiedlichen
Lichtintensitaten bei Erbsensamlingen fuhrte numdzu Veranderungen in der Bewurzelung,
wenn bereits die Donorpflanzen unterschiedlichetintensitaten ausgesetzt waren (Hansen
et al.,, 1978). Eine hohere Bestrahlungsstarke denofpflanzen resultierte in einer
reduzierten Bildung von Adventivwurzeln (Hanserakt 1978). Dieser negative Zusammen-
hang konnte auch fur Dahlie, nicht jedoch fur Chnteeme nachgewiesen werden (Biran
und Halevy, 1973; Fisher und Hansen, 1977). Geneestatigen die erzielten Ergebnisse an
Petunienstecklingen, dass der spatere Bewurzeldfolgseveniger durch die angewendete
Lichtintensitdt wahrend der Stecklingsbewurzelungondern vielmehr durch die

Bestrahlungsstarke der Donorpflanzen beeinflusstl.wbie fiir den Versuch verwendeten
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Stecklinge wurden von Pflanzen geerntet, die urgkrichen Bedingungen in einem
Gewachshaus herangezogen wurden. Dennoch ist andbat, dass eine Anwendung von
noch hoheren Lichtintensitaten wahrend der Bewurggkinen stimulierenden Effekt auf die
AWB haben kénnte. Solche Experimente wurden jeducht durchgefuhrt, da bereits eine
PPFD von 200 pmol i s* erst nach ca. einer Woche nach dem Stecken dekligge

angewendet werden konnte um Trockenstress zu véemei

Das Bewurzelungspotential eines Stecklings kanngetalith durch den Gesundheitszustand
und den der Donorpflanzen ausgesetzten Umweltbedgen (Temperatur, Lichtintensitat)
beeinflusst werden. Dies verdeutlichen auch die dblaungen der analysierten
Bewurzelungsparameter der unbehandelten Kontratemlen Experimenten. Um relativ
konstante Wachstumsbedingungen der Donorpflanzen gewéahrleisten, wurden die
Temperatur und die Lichtintensitdt im Gewachshaudg Hilfe von Luftungs- und
Schattierungseinrichtungen vorgenommen. Druege ket (2004) beobachteten bei
ungelagerten Pelargonienstecklingen, dass sich &dtwmgen in der Stickstoffdingung der
Donorpflanzen auch auf die Bildung von Adventivwelrez der Stecklinge Ubertragen.
Obwohl eine optimierte Stickstoffversorgung der upetnmutterpflanzen angestrebt und
diese mit Hilfe regelmalliger Bodensubstratanalyskontrolliert wurde, konnen
Veranderungen und Unterschiede innerhalb der Rélana Wechselwirkung mit Umwelt-
faktoren nicht ausgeschlossen werden. Der Gebranighschiedlicher Samenchargen fir die
Anzucht der Mutterpflanzen kénnte zudem auch dieBAb¢einflussen (Hansen et al., 1978).
Es hat den Anschein, dass eine kalte Dunkelbehagdlan Petunienstecklingen die von den
Donorpflanzen hervorgerufenen Schwankungen in d&BAeduziert und die Bewurzelungs-
fahigkeit stabilisiert. Dies zeigte sich in wenigewusgepragten Abweichungen der
Bewurzelungsparameter der kalt-dunkel behandeltenkiinge. Die Annahme konnte mit
einer signifikant geringeren Varianz der Wurzeldizand Gesamtwurzellange innerhalb
einzelner kalt-dunkel behandelter Stecklinge gegenden Kontrollen konkretisiert werden.

Hinweise einer Temperaturabhangigkeit der AWB kenngezeigt werden, indem die
Umgebungsluft in der Klimakammer wahrend der Litlatge auf 10 °C reduziert wurde und
die Petunienstecklinge unabhangig von einer vogeerikalten Dunkelbehandlung nicht
bewurzelten. Kombinierte man jedoch eine kihle tpbase mit einer warmen
Dunkelperiode (20 °C), so bewurzelten diese Stegkliauf einem vergleichbaren Niveau wie

die unbehandelten Kontrollen bei 20 °C. Das Bewurmgsverhalten der Stecklinge weist
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darauf hin, dass die AWB bereits wahrend der Duégndlung induziert wird und vor dem
Ausbruch der ersten Wurzeln aus der Stangelbasié/armeimpuls erforderlich sein kdnnte.
Untersuchungen zu morphologischen Veranderungedem Stangelbasis von kalt-dunkel
behandelten Stecklingen zeigten bereits 120 hp&e erseristematische Zellen. Dieses
Entwicklungsstadium erreichten bis zum Ende derKelphase alle Petunienstecklinge. Es
ist anzunehmen, dass aufgrund einer erhdhten Tatuperahrend der Dunkelbehandlung
metabolische Vorgange beschleunigt ablaufen undliébl auch der Prozess der AWB
beginstigt wird, so dass z. B. die Aktivitat vorstoimmten in den Wurzelbildungsprozess
involvierter Enzyme durch die hohere Temperaturzkeitig erhoht wird. Bei einer kalten

Dunkelbehandlung wére solch eine Regulation vonyBaktivitdten durch den verzégerten
Ablauf der AWB erst wahrend der Lichtphase denkkfensichtlich ist die Induktion und

der Ausbruch von Adventivwurzeln auch bei kiuhlefemperaturen mdglich, jedoch kann
vermutet werden, dass wahrend des Wachstums derél8trukturen ein Warmestimulus

erfolgt.

4.1.3 Wahrend der kalten Dunkelbehandlung wird die AWB initiiert und der

Phasenverlauf verzdgert

Die reduzierte Bewurzelungszeit wahrend der Lichggh von kalt-dunkel behandelten
Stecklingen ist auf Verdnderungen von morphologiadareignissen, die bereits wahrend der
Dunkelphase stattfinden, zurtickzufihren. Es komgeizeigt werden, dass ab 120 hpe erste
meristematische Zellen in der Stangelbasis gebiddetden. Im Gegensatz dazu waren in
unbehandelten Stecklingen 48 hpe erste meristechatigellen sichtbar, 24 Stunden friher
als in einer Studie an unbehandelten Petunienstgekl von Ahkami et al. (2009) gezeigt
wurde. Vergleicht man das Auftreten der ersten maligisch veranderten Strukturen in
kalt-dunkel behandelten Stecklingen mit den unbdélen Kontrollen, so lasst sich
schlussfolgern, dass die Induktions- und Initisggmase der AWB unter dem Einfluss einer
kalten Dunkelbehandlung verzdgert ablaufen. Ebegannt, dass geringe Temperaturen den
Metabolismus der Pflanzen herabsetzen, z. B. smdd/ie in ihrer Aktivitat eingeschrénkt
und beeinflussen somit eine Vielzahl von Stoffwethergangen (Rudnicki et al., 1991). Zu
Beginn der AWB sind vor allem Phytohormone wie Jagsdure und Auxin, involviert, die
z. B. Gene von Enzymen des Kohlenhydratstoffweshiseluzieren kénnen oder selbst tber

Zuckermolekule in ihrem Transport und ihrer Bio$yt#e reguliert werden (Léon und Sheen,
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2003; Takahashi et al., 2003; Gibson, 2004; Roitsuth Gonzalez, 2004; Schaarschmidt et
al.,, 2006; Wasternack, 2007). Der Auxintransporfolgt hauptséchlich aus oberen
Pflanzenteilen in die Stangelbasis und wird duréhene Temperaturen beginstigt (Morris,
1979). Diese Translokation wurde auch mit einemT@uisport von Saccharose beschrieben
(Baker, 2000). Aufgrund der gehemmten Photosynthasie Dunkelheit und der damit
verbundenen kontinuierlichen Abnahme der Assinesgrven in denSourceGeweben,
konnte der Auxintransport nicht nur durch niedrigemperaturen, sondern auch durch eine
verminderter Translokationsrate von SaccharoseienStiecklingsbasis eingeschrankt sein.
Diese Prozesse laufen offenbar verzogert in deekdunkelperiode ab. Wahrend innerhalb
von 24 Stunden nach dem ersten Erscheinen vontereasischen Zellen alle untersuchten
unbehandelten Stecklinge dieses Entwicklungsstadiugichten, benétigten die kalt-dunkel

behandelten Stecklinge die dreifache Zeit.

4.1.4 Eine kalte Dunkelbehandlung induziert die Etablierung eines Sinks wahrend der

Dunkelphase und beschleunigt den Phasenverlauf ired Lichtperiode

Ahkami et al. (2009) definierten fir Petunienstetw¢ den Abschnitt bis zum Erscheinen der
ersten meristematischen Zellen, welcher mit eineizdhl von biochemischen Reaktionen
einhergeht als di8ink-establishmentnd dieRecovery Phasdie erste Phase wird durch die
Wundreaktion eingeleitet, welche die EtablierungesiSinksinitiiert. Saccharose wird aus
den Blattern in die Stangelbasis transportiertioamépoplast mit Hilfe der Zellwandinvertase
in Hexosen gespalten, die Energie fur die Wundhgilwnd metabolische Vorgange
bereitstellen (Sonnewald und Ebneth, 1998; Ahkamniak, 2009). Die Aktivitat der
Zellwandinvertase konnte dabei Uber eine wundsigebhé Erh6hung der Jasmonséaurelevel
reguliert werden (Roitsch und Gonzalez, 2004; Scltaanidt et al., 2006; Wasternack,
2007). Fur Petunienstecklinge konnte es bedeutess dereits in der Dunkelphase 8ink
etabliert wurde, der in der weiteren Bewurzelung der Lichtphase entscheidend die
Transportrate von Kohlenhydraten aus deaurceBlattern in die Stangelbasis steuern
konnte. Vergleicht man den Zuwachs der Wurzeltrook&ssen sowie das Langenwachstum
des Stangels von unbehandelten und kalt-dunkelnoieftan Stecklingen, so zeigt sich, dass
die behandelten Stecklinge ein geringeres Langemstam aber einen héheren Zuwachs an

Wourzeltrockenmasse aufwiesen.
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SinkGewebe sind nicht nur photosynthetisch inaktivendern auch photosynthetisch
eingeschrankte Pflanzenteile wie z. B. junge Btatte der Wachstumsphase des Stecklings
konkurrieren dementsprechend mehr8iaks untereinander, wobei durch d&inkStéarke,
also die Fahigkeit des Assimilatimports, ein hiehgsches System aufgebaut wird
(Sonnewald und Ebneth, 1998). Da die Bildung eiB@isin der Stangelbasis bereits
wéahrend der Dunkelphase etabliert wurde, konnteTdaslokation von Assimilaten in der
sich anschlieBenden Lichtphase bevorzugt in diesetihg erfolgt sein und die AWB in der
Wurzelzone fordern. Damit ware erklarbar, dassmderphologische Entwicklungsriickstand
in der Stangelbasis der kalt-dunkel behandelteok#tge bis 192 hpe nachgewiesen werden
konnte, sich allerdings ab 216 hpe keine signifikan Unterschiede mehr in den
Wachstumsstadien zwischen den behandelten Steehklimgd den Kontrollen zeigten. Die zu
Versuchsende durchgefiihrte Bonitur ergab sogar le@ssere Bewurzelung der kalt-dunkel
behandelten Stecklinge. Die Determination der Warzahl findet in der Induktionsphase
der AWB statt (Hartmann et al., 1990). Wie viele i&in in der Stangelbasis des Stecklings
angelegt werden erfolgt also wahrend der Dunkekphas konnte gezeigt werden, dass die in
der Dunkelperiode verzdgerten morphologischen Biesg wahrend der Lichtphase
beschleunigt ablaufen und der Entwicklungszustaed dnbehandelten Kontrollen zu
Versuchsende sogar tberholt wurde.

4.2 Veranderungen des Energiestoffwechsels wahrend dé&wB

Obwohl bisher angenommen wurde, dass vor allem oRbytmone die Bildung von
Adventivwurzeln kontrollieren, wurden in den letztdahren auch vermehrt den Kohlen-
hydraten eine mdogliche Rolle zugeschrieben. Kohjldrdte dienen hauptsachlich der
Bereitstellung von Kohlenstoff-Skeletten und Enerngi der spateren Phase der AWB, jedoch
kann eine regulatorische Funktion in der Expressimm Genen und als Signalmolekl in der
frihen Phase der AWB nicht ausgeschlossen werdeth(K1996; Jang et al., 1997,
Takahashi et al., 2003; Gibson, 2005). Besondecshaaose und Saccharose-abbauenden
Enzyme scheinen bei der Etablierung neBatkGewebe und der Dedifferenzierung von
Zellen wichtig zu sein (Farrar et al., 1995; SonakelWet al., 1997; Sturm und Tang, 1999;
Koch und Zeng, 2002; Calamar und De Klerk, 2002kakhi et al., 2009). Um die N&hrstoff-
bereitstellung und damit das Wachstum &nkGewebe zu garantieren, werden Photo-

assimilate, hauptsachlich in Form von Sacchaross, @n SourceBlattern importiert
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(Benjamin und Wren, 1978; Haissig, 1982; Sonnewad Ebneth, 1998; Rook und Bevan,
2003). Dabei wird offenbar die Translokationsratel Wlemzufolge die Verfligbarkeit von
energiereichen Kohlenstoffverbindungen fir Wachstund Entwicklung Uber dieSink
Starke reguliert (Farrar, 1993; Pammenter et 8031 Paul und Foyer, 2001). Das trifft auch
auf die AWB zu, die Uber die Kohlenhydratverfuglstkheeinflussbar ist. So wurden erhdhte
Kohlenhydratlevel in der Stangelbasis durch dieahiegvon Saccharose oder Glucose in das
Wachstumsmedium herbeigefiihrt und resultiertenimerestarkeren Bewurzelung (Li und
Leung, 2000; Calamar und De Klerk, 2002; Takaha&shal., 2003; Custddio et al., 2004;
Gollagunta et al., 2004; Zarattieri et al., 2008pachdem mit den vorliegenden Analysen
gezeigt werden konnte, dass eine kalte Dunkelbétiagdru Verschiebungen des zeitlichen
Ablaufs der AWB und Ausbildung eineSinkGewebes in der Stangelbasis in Petunien-
stecklingen fuhrte, war zu hinterfragen, ob dieseeighisse im Zusammenhang mit

Veranderungen des Kohlenhydrathaushaltes stehen.

4.2.1 Eine kalte Dunkelbehandlung fuhrt zu einer Verarmurg der Kohlenhydrate

wahrend der Dunkelphase

Erwartungsgemal fuhrte eine kalte DunkelbehandtlergStecklinge zu einer Abnahme der
Kohlenhydratgehalte in den Bléattern und der Stdvapes. Dieser Effekt wurde bereits in
Studien mit Chrysantheme und Pelargonie beoba(btaege et al., 2000 und 2004; Rapaka
et al., 2005 und 2008). Die Kohlenhydratverarmurag im denSourceTeilen der Petunien-

stecklings besonders stark ausgepréagt, was zu deahne fuhrt, dass die dem Steckling
noch zur Verfugung stehenden Kohlenhydrate vermehrtiie Stangelbasis transportiert
wurden. Ein vergleichbarer Effekt konnte auch beeeDunkelbehandlung von Pelargonien-
stecklingen beobachtet werden (Rapaka et al., 2@¥s)ingt durch die Hemmung der

lichtabh&ngigen Photosynthese konnten keine Asaienih den Blattern mehr gebildet.

Damit die Pflanzengewebe weiterhin stetig mit Erergersorgt und das Wachstum und die
Entwicklung gewahrleistet werden konnen, wird veimeStarke remobilisiert (Ho, 1978;

Geiger und Servaites, 1994; Sonnewald und Ebn@&®98;1Gibon et al., 2004). Dies zeigte
sich in Petunienstecklingen im Absinken des Sténkeds in den Blattern bereits ab 24 hpe.

Die temporare Anpassung der Kohlenstoffverfugbarkeiden SourceGeweben konnte bis
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72 hpe fur Glucose und Fructose gezeigt werdeniclideitig nahmen die Aktivitaten der
glucoseabbauenden Enzyme, wie Glucokinase und &inase ab.

Saccharose ist neben Starke ein Hauptprodukt deto®ymthese und stellt eine wichtige
Kohlenstoffquelle dar (Huber, 1983; Pammeter et1893). Die Kohlenstoffverteilung und
Versorgung vorSinkGeweben wird im Wesentlichen tGber Saccharosesredl(Farrar et al.,
1995; Sonnewald und Ebneth, 1998). In den BlattemPetunienstecklingen sank der Gehalt
des Dissaccharids ab 24 hpe in der Dunkelphasegldliie Aktivitaten der vakuolaren und
cytosolischen Invertasen ab 72 hpe abnahmen undt sten Abbau von Saccharose zu
Glucose und Fructose reduziert wurde. Ahkami et(2009) berichteten, dass Saccharose
bereits kurze Zeit nach dem Abschneiden des Petstaieklings von der Donorpflanze aus
den Blattern in die Stangelbasis transportiert dod mit Hilfe einer Zellwandinvertase in
Hexosen gespalten wird und somit entscheidend tailiErung einesSinks beitragt. Der
durch die Wundreaktion transiente Anstieg der erdeg Jasmonatlevel fihrt zur Expression
spezifischer Gene. Diese codieren fir verschiedemeyme, darunter auch die Zellwand-
invertase (Roitsch und Gonzalez, 2004; Schaarsdrenhial., 2006). Die Bildung neu&ink
Strukturen wird demnach durch die Expression vongaeund die Aktivitat von Saccharose-
abbauenden Enzymen eingeleitet (Sonnewald et®7;1Sturm und Tang, 1999).

SinkGewebe sind durch besonders hohe Zellteilungsrgekennzeichnet. Vorgange wie

Differenzierungen und Wachstum von Zellen verbramchviel Energie, so dass der
Assimilatimport in Form von Saccharose gesichern sauss (Farrar et al., 1995). Betrachtet
man den Zeitpunkt 120 hpe, bei dem erste merisiech&t Zellen in der Stangelbasis von
kalt-dunkel behandelten Stecklingen auftraten, smnk vermutet werden, dass diesem
morphologischen Ereignis auch andere kohlenstdifaeichende Stoffwechselvorgange
vorausgegangen sind (z. B. eine erhohte RNA-Syajhedlie eine gesteigerte

Translokationsrate von Saccharose aus den Blattedre Stangelbasis bedingen und somit
der Gehalt in den Blattern noch schneller reduzweutde. Angesichts einer begrenzten
Verfugbarkeit an loslichen Zuckern fir die Beratling von Energie zur Bildung von

Adventivwurzeln, wurden die aus Saccharose gelgitdetiexosen offenbar direkt fir

metabolische Reaktionen verwertet und nicht in Feon Starke gespeichert (Veierskov,
1988). Dies spiegelt sich auch in den unveranddnen Enzymen des Glucosekatabolismus
und Pentosephosphatweges wieder. Die Aktivitat 8eccharose-abbauenden Enzyme

reduzierte sich erst 168 hpe, so dass Hexosen elefegt werden konnten.
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Die morphologischen Verdnderungen und die Etabiligrieines Sinks wahrend der
Dunkelphase unterstiitzen die Auffassung, dass dkeleikstoff-Pool des Stecklings nach dem
Schneiden ausreichend Energie und Kohlenhydratedi@r frihe Phase der AWB zur
Verfuigung stellen konnte, jedoch nicht in groRemefdbal zum Anlegen von Starke-
speichern. Ahkami et al. (2009) &aufierten, dassedieghen Ereignisse weniger von
Kohlenhydraten abhangig sind, obwohl eine reguistbe Funktion der Zucker in der AWB
nicht auszuschliel3en ist. Die Autoren sind der Assting, dass Kohlenhydrate in Petunien-
stecklingen starker an dem Wachstum und wenigedegininitiation von Wurzeln beteiligt
sind (Ahkami et al., 2009). Die beobachteten Veesndgen des Kohlenhydratstatus in
Petunienstecklingen wahrend einer kalten Dunkelbéloag lassen vermuten, dass Kohlen-
hydrate auch zu Beginn der AWB notwendig sind. Bidanahme bestéatigen auch Versuche
mit Apfel, Eukalyptus und Kiefer (Calamar und DeeKd, 2002; Da Rocha Corréa et al.,
2005; Zarattieri et al., 2009). Calamar et al. @0Beobachteten den Effekt einer exogenen
Zufuhr von Saccharose auf die AWB von Apfelsteadidin in Abhangigkeit der
Entwicklungsphasen. So konnte nachgewiesen werdi@ss eine Zugabe von Saccharose
innerhalb der ersten 48 Stunden die AWB besondedeft und sich dies hauptsachlich in
einer erhdhten Wurzelanzahl widerspiegelte (Calanmar De Klerk, 2002). In Eukalyptus
und Kiefer wurde die AWB insbesondere stimuliereniw Glucose in der friihen Phase und
Saccharose in der Wurzelwachstumsphase zugegelrele Wda Rocha Corréa et al., 2005;
Zarattieri et al., 2009). Die Autoren vermuten eiehtige Funktion der Kohlenhydrate bei
dem Vorgang der Dedifferenzierung von Zellen und bheluktion von meristematischen
Wurzelinitalen (Calamar und De Klerk, 2002; Da Ra&orréa et al., 2005; Zarattieri et al.,
2009). Bis jetzt ist jedoch die exakte Funktion vé&ohlenhydraten in Relation zu
verschiedenen Entwicklungsstadien noch unbekandtkamn nicht eindeutig differenziert

werden.

Wahrend sich in den Blattern die Kohlenhydratvebfirgeit im Verlauf der
Dunkelbehandlung stark reduzierte, blieb in dern@gtbasis trotz fehlender Assimilat-
synthese der Kohlenstoff-Pool relativ konstant. Bokdnnte Uber den Transport von
Kohlenhydraten aus de®ourceGeweben die Zufuhr von ausreichend Energie in die
Wurzelzone garantiert werden (Haissig, 1982 und6198eierskov, 1988). Auch ein
maoglicher Co-Transport von Auxin wére so gesicliad konnte zu einer Akkumulation des

Phytohormons in der Stangelbasis unterstitzendageih.
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4.2.2 Eine kalte Dunkelbehandlung steigert die Verfuigbarleit von Kohlenhydraten in
der Lichtphase

Blatter sind unter Lichteinstrahlung photosynthatisaktive Pflanzenteile, die Assimilate
produzieren, so dass folglich der Kohlenstoff-Pant die Kohlenhydratverfiigbarkeit des

Stecklings vergrofRert werden.

In der Lichtphase akkumulierten alle Zucker in defattern und der Sténgelbasis von
Petunienstecklingen kontinuierlich, unabhangig dawab die Stecklinge zuvor einer kalten
Dunkelbehandlung ausgesetzt wurden. Ein Ansteigankahlenhydratlevel wahrend des
Bewurzelungsvorgangs unter Lichteinstrahlung koznt®. bereits fur Stecklinge von Kiefer,
Pelargonie sowie Petunie nachgewiesen werden (gai€#84; Rapaka et al., 2005 und 2008;
Ahkami et al., 2009). Der Gehalt von Glucose undctose stieg, im Vergleich zu den
anderen gemessenen Zuckern, in beiden untersuGeameben am starksten an, wobei die
Zunahme in der Stangelbasis mit einer zeitlicherz®gerung zu beobachten war. Analysen
zu Veranderungen des Kohlenhydratstatus wahrend A¢B demonstrierten, dass die
Akkumulation von Zuckern in den oberen Pflanzerteilbeginnt und sich in Richtung
Sprossbasis ausbreitet (Veierskov, 1982; Hais€§2 lund 1984). Der Anstieg der Hexosen
sowie eine gesteigerte Aktivitat der Glucokinaselem Blattern von kalt-dunkel behandelten
Petunienstecklingen begann ab 24 hpin und war atpit2in der Stangelbasis nachweisbar,
jedoch ohne eine signifikante Erhdhung der Glucaé@aktivitdt. In den unbehandelten
Kontrollen fand dieser Vorgang im Blattgewebe abhpih und in der Stangelbasis 168 hpin
verzogert statt. Die hier erhaltenen Daten weisaaud hin, dass durch eine kalte Dunkel-
behandlung die Kohlenhydrate vermutlich schnelteden Blattern zur Verfligung stehen und
der Transport in die Stangelbasis geférdert wirde Annahme, einer stimulierten
Translokationsrate von Saccharose in den kalt-dub&bkandelten Stecklingen, basiert auf
den unmittelbaren Anstieg des Disaccharids nach Staoken in den Blattern und vor allem
in der Stangelbasis bereits 6 hpin. Die Aktivitét thvertasen in den Blattern von kalt-dunkel
behandelten Stecklingen stieg ab 72 hpin an, s® slab bis zu diesem Zeitpunkt der Gehalt
an Saccharose erhodhte und fur den Transport iStdiegelbasis zur Verfligung stand. In der
Stecklingsbasis konnte jedoch keine erhdhte Aldiviter Saccharose abbauenden Enzyme
nachgewiesen werden. Beim direkten Vergleich deuwekiren und cytosolischen Invertasen
von unbehandelten und kalt-dunkel behandelten ftgek konnten festgestellt werden, dass

ab 72 hpin die Aktivitdten der Saccharose abbauetteeyme in der Stangelbasis in den
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behandelten Stecklingen signifikant hoher waren dedzufolge die Bereitstellung von
Energie in Form von Hexosen in der Zone der Rhinege umfangreicher erfolgte als in der

Stecklingsbasis der Kontrollen.

Erhbhte Kohlenhydratlevel in dem Wourzelbildungsbgrekorrelieren positiv mit dem
Wachstum und der Entwicklung von Adventivwurzelraisig, 1982 und 1989; Hartmann et
al., 1990; Li und Leung, 2000; Gibson, 2005). Ensin Zeitpunkt der letzten Probenahme
(168 hpin) war der Gehalt an Saccharose in dentaBtatund der Sprossbasis von
unbehandelten Stecklingen signifikant hdoher al&alt-dunkel behandelten Stecklingen. Es
muss darauf hingewiesen werden, dass die sich tbegsbildeten Wurzeln an der
Stangelbasis von behandelten Stecklinge 168 hpinldreBeprobung von dem Sprossstiick
entfernt und nicht analysiert wurden, so dass veetnwerden kann, dass auch zu diesem
Zeitpunkt der Gehalt an Kohlenhydraten in den Kaltkel behandelten Stecklingen héher als
in den Kontrollen war. Die signifikant starkere Akkulation von Saccharose im Blattgewebe
der Kontrollen kénnte durch eine verminderte Tramgpte in den Wurzebink verursacht
worden sein. Wenn die Importrate von Kohlenhydraterein SinkGewebe héher als der
Verbrauch ist, so wird dieses Ungleichgewicht keitzg mit einer verstarkten Anreicherung
von Saccharose in deBourceBlattern ausbalanciert (Arp, 1991; Stitt, 1991yrRg 1993;
Pammenter et al.,, 1993). Eine genauere Aussagé s$&ds jedoch aufgrund der nicht

analysierten Wurzelproben nicht treffen.

Des Weiteren wurde sowohl in den Blattern als andater Stéangelbasis ein beachtlicher Teil
der produzierten Assimilate in Starke umgewand&abei war auffallig, dass eine
Einlagerung von Kohlenhydraten in Form von Stanmkeder Wurzelzone von kalt-dunkel
behandelten Stecklingen friiher erfolgte als in alebehandelten Kontrollen (72 hpin vs. 168
hpin). Die Akkumulation von Kohlenhydraten als R&rerfolgt hauptsachlich wenn
Uberschissig synthetisierte Assimilate gespeichertl in Dunkelphasen eine stetige
Energieversorgung des Stecklings, insbesonder&idksgewahrleistet werden soll (Geiger
und Servaites, 1994; Gibon et al., 2004). Das mi#anlegen eines Kohlenhydratspeichers
deutet auf eine beginstigte Kohlenstoffversorguag ldlt-dunkel behandelten Stecklinge
hin. Li und Leung (2000) demonstrierten &inus radiata dass die Applikation von
Saccharose in das Wachstumsmedium zu einer endogemeicherung des Disaccharids
aber auch von Starke in der Wurzelregion der Hypg&tecklinge fihrt und die Wurzel-
bildung fordert. Der Verlauf der Wurzelinitiationsbhin zur Bildung der Primordien in der
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Stangelbasis war durch einen erhohten Starkelegkérmzeichnet, welcher aber in der
weiteren AWB wieder absank (Li und Leung, 2000)e Binreicherung von Starke in der
Zone der Rhizogenese in der frihen Phase der AWiBtkdsomit als biochemischer Marker
dienen (Li und Leung, 2000). Aufgrund des spatekestiegs von Starke in den Petunien-
stecklingen der in dieser Arbeit durchgefiihrtensdiehe kann vermutet werden, dass Starke
nicht in die Wurzelinitiation involviert ist. Ahkairet al. (2009) stellten einen &hnlichen
Verlauf der Starkelevel in unbehandelten Petunemkdingen fest und schlossen ebenfalls

eine Funktion von Starke an der Wurzelinitiatios.au

Zu Beginn der Lichtphase unterschieden sich dieddreiStecklingsvarianten in ihren
Entwicklungsstadien. In den kalt-dunkel behandeg&etklingen wurden bereits wahrend der
Dunkelperiode meristematische Zellen angelegt undSenkin der Wurzelregion etabliert.
Die unbehandelten Kontrollen befanden sich beintriimn die Lichtphase noch am Anfang
der AWB. Der Steckling reagierte auf das Abschneigden der Donorpflanze mit einer
Wundreaktion und es entwickelten sich erst 48 hparistematische Zellen. Die Aktivitat
von Glucose-6-Phosphatdehydrogenase, das Schiiggeledes Pentose-Phosphatweges,
stieg in der Stangelbasis beider Stecklingsvamaate 72 hpin an. Der direkte Vergleich der
Enzymaktivitaten zeigte eine signifikant hohere idiklit 6 hpin in kalt-dunkel behandelten
Stecklingen und ab 72 hpin in den unbehandeltertridlden. Weiterhin konnte ab 72 hpin in
beiden Stecklingsvarianten ein Anstieg der Aktiviedn Phosphofructokinase und gleich-
zeitig eine Abnahme des antagonistisch wirkenderyfs FBPase festgestellt werden. Die
Aktivitatsverdnderungen dieser Enzyme lassen vemutdass neben dem Glucose-
katabolismus auch die Glycolyse und Nucleotidbitisgse gleichzeitig ablaufen (Ahkami et
al., 2009). Dennoch konnte die Annahme nicht biggtéerden, dass die Enzymaktivitaten in
den kalt-dunkel behandelten Stecklinge, bedingtlid@inen veranderten Kohlenhydratstatus,

verstarkt von denen der Kontrollen abweichen.

4.3 Veranderungen der Photosyntheseaktivitat wahrend deAWB

Es ist bekannt, dass an die verschiedenen PhasdBedairzelungsprozesses unterschiedliche
Anspriiche an den Phytohormonhaushalt geknupftignddsich auch der Einfluss und Gehalt
von Kohlenhydraten im Verlauf der Entwicklung vedém (Kevers et al., 1997; De Klerk et
al., 1999; Ahn und Lee, 2003). So wird vermutessdiohlenhydrate zu Beginn der AWB
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vor allem eine regulatorische Funktion besitzen alsdSignalmolekiile agieren (Coruzzi und
Zhou, 2001; Ellis et al., 2002; Léon und Sheen,3200er Biomassezuwachs in Form von
Wurzelwachstum und Differenzierung benétigt einehénoZufuhr von Energie und
Kohlenhydraten, die offensichtlich durch Kohlentagy realisiert wird (Haissig, 1982 und
1986; Veierskov, 1988; Davis, 1988; Jang et al971Kevers et al., 1997; Takahashi et al.,
2003). Basierend auf dieser Annahme sind die Betigd der Kohlenhydratversorgung- und
Verfugbarkeit in kalt-dunkel und unbehandelten Rietstecklingen in der Lichtphase divers
und werden scheinbar Uber dBnkStarke reguliert. Da in den kalt-dunkel behandaelte
Stecklingen ein Wurzéebink bereits angelegt wurde, konnte folglich auch schime Sink
Hierarchie definiert werden. In das starkSmkGewebe, also der Ort mit dem hochsten
Verbrauch an Kohlenhydraten, werden vermehrt Adatmiaus den Blattern importiert und
fordern in der Stangelbasis die Entwicklung der é&aiwwurzeln (Haissig, 1984 und 1989;
Veierskov, 1988; Sonnewald und Ebneth, 1998). Ailesaih Befunden leitet sich die Frage
ab, ob die erhthte Verfiigbarkeit der Kohlenhydraédrend der Lichtphase als eine Folge
des in der Dunkelperiode etabliert&inks des sich neuentwickelten Wurzelsystems zu
definieren ist und die Kohlenhydratverarmung wabrater Dunkelbehandlung zu einer
Stimulation der Photosyntheseaktivitat in d8ourceGeweben wahrend der Lichtphase
fuhrte.

4.3.1 Eine kalte Dunkelbehandlung beeinflusst die Nettopbtosyntheserate und die
Dunkelatmung in der Lichtphase nicht

Mittlerweile belegt eine Vielzahl von Studien, dadi® Expression einiger Gene, die an
physiologischen Vorgangen, wie der Atmung, demkStaffmetabolismus oder der Synthese
und dem Abbau von Starke und Saccharose involsied, durch Zuckermolektle reguliert
wird (Koch, 1996; Jang et al., 1997; Sheen et1#199; Koch et al., 2000). Digp- und
Down-Regulation einiger hundert Gene durch Glucose Baktcharose konnten in
Arabidopsisnachgewiesen werden (Price et al., 2004). Esdtdrdse allgemeine Auffassung,
dass Pflanzen uber den Kohlenhydratstatus die #dtider Photosynthese kontrollieren und
somit ihren Bedarf an Assimilaten ausbalancieranddund Sheen, 1994; Coruzzi und Zhou,
2001; Rook und Bevan, 2003). Dabei wird angenomnuass die Akkumulation von
Kohlenhydraten eine Feedback-Hemmung der Photosyathund eine Feedforward-

Expression von Genen der Starkesynthese implizig@aeen, 1990; Farrar, 1993; Jang und
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Sheen, 1994). Diese Vorgange sollen bei einem redam Level an Kohlenhydraten
antagonistisch ablaufen (Farrar, 1993; Koch, 18@fk und Bevan, 2003).

Eine Kohlenhydratverarmung aber auch der beredislietteSinkin den Petunienstecklingen
wahrend der kalten Dunkelbehandlung, kénnte alsceimer Aktivierung von Genen der
Photosynthese gefuihrt haben. Beim Vergleich ddictéen durchschnittlichen Nettophoto-
syntheseraten von kalt-dunkel behandelten und wamukditen Stecklingen im Zeitraum von
0-168 hpin konnten jedoch keine signifikanten Ustkiede festgestellt werden. Eine
verstarkte Dunkelatmung der unbehandelten Kontrolle Kombination mit einer nicht
signifikant unterschiedlichen Nettophotosynthesetdatnnte ebenfalls nicht belegt werden.
Bei Betrachtung der Daten des Gaswechsels, kaih agcauf geschlossen werden, dass eine
Verarmung der Kohlenhydrate wahrend der Dunkelbéluzig, einen eindeutigen Einfluss

auf die Photosyntheseaktivitat in der sich ansBelelen Lichtphase ausubt.

Andere Publikationen demonstrieren hauptsachlichElafluss von akkumulierter Starke auf
die Abnahme der Photosyntheserate, indem SiiéStarke der Pflanzen reduziert wird.
Dieser Effekt konnte fur Weizen, Erdnuss, Pinusitéféel, Apfel und Zitrone nachgewiesen
werden (Azcon-Bieto, 1983; Bagnall et al., 1988;avyet al., 1999; Basu et al., 1999; Zhou
und Quebedeaux, 2003; Iglesias et al., 2002). Ddnwaurde von anderen Forschern bei
Versuchen mit Chrysantheme, Gerste und Rose keaiftugs eines Uberhéhten oder mangel-
haften Kohlenhydratgehalts in den Blattern auf Bieotosyntheserate festgestellt werden
(Cockshull, 1982; Minchin et al.,, 2002; Matloobi at., 2008). Sie begrinden diese
Ergebnisse damit, dass die Kohlenhydratflisse eedinh den Pflanzen zu alternativéimks
umgeleitet werden (Cockshull, 1982; Minchin et 2002; Matloobi et al., 2008). Im Fall der
Gaswechselmessungen von Petunienstecklingen waderddar, dass die Photosynthese-
aktivitat in den Kontrollen ebenfalls tGber die telageringen Kohlenhydratlevel zu Beginn
der Lichtphase reguliert wurde und die Verteilungr &ohlenhydrate nicht nur in die
Stangelbasis, sondern auch in konkurriereBokserfolgte. In den kalt-dunkel behandelten
Stecklingen war mit dem Beginn der Lichtphase esuek-Hierarchie festgelegt, da sich
bereits wahrend der Dunkelbehandlung in der Stéage einSink etablieren konnte.
Hartmann et al. (1990) postulierten, dass Assimilavorzugt im Bereich der Rhizogenese
akkumuliert werden, wenn die Respirationsrate diemPe und die Umgebungstemperaturen
niedrig sind. Hohere Temperaturen fordern jedoch®jarosswachstum, so dass in der frihen

Phase der AWB mehrer&inks mit einer &hnlichen Starke um den Assimilatimport
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konkurrieren (Hartmann et al., 1990; Sonnewald @&iwheth, 1998). Die unbehandelten
Kontrollen zeigten eine signifikante Zunahme de#én§ellange, wohingegen das Spross-
wachstum der kalt-dunkel behandelten Stecklinge grsder Lichtphase, nicht jedoch

wahrend der Lagerung anstieg.

Bei einer Bilanzrechnung des Gaswechsels wird d¢ade des assimilierten Kohlenstoffs aus
der Netto-C@Q-Aufnahme der Menge an Kohlenstoff aus der Pflaneekenmasse
gegenuber gestellt und sollte ausgeglichen seirkoBate festgestellt werden, dass sich die
Uber die Nettophotosynthese aufgenommene Kohldnstafye von unbehandelten und kalt-
dunkel behandelten Stecklingen nicht signifikantneioander unterschied. Die in der
Trockenmasse wiedergefundene Menge an fixiertenlefstoff variierte jedoch. Wéahrend
die Bilanz, also die assimilierte Menge an Kohlefistus der Netto-C®@Aufnahme und der
Trockenmasse in behandelten Stecklinge Ubereinggmmurde in den Kontrollen signifikant
mehr Kohlenstoff Uber die Photosynthese assimila@st Uber den Trockenmassezuwachs
wiederzufinden war. Als eine mdgliche Ursache fis dMissverhaltnis in den Kontroll-
stecklingen kénnte ein Verlust von KohlenhydratenForm von Ausscheidungen ulber die
Stangelbasis genannt werden. Daraus ergab sicheanethdhere CUE fur die behandelten
Stecklinge. Diese Ergebnisse deuten darauf hirg ldeseiner vergleichbaren Photosynthese-
aktivitat der Stecklinge auch eine ahnliche MengeKahlenstoff assimiliert wurde, diese
jedoch von den kalt-dunkel behandelten Stecklingiéektiver zum Aufbau von Biomasse,
vor allem fir die AWB genutzt werden konnte. Dipgegelte sich auch in einem signifikant
hoheren Trockenmassezuwachs in diesem Versuclameitvider.

Die alleinige Betrachtung der Bilanz des Gasweashdel unbehandelten Stecklinge tGber den
gesamten Versuchszeitraum von 14 Tagen zeigte,ida&s zweiten Versuchshélfte (7.-14.
Tag) keine signifikanten Unterschiede zwischen @dssimilierten Kohlenstoff aus der Netto-
CO,-Aufnahme und der Pflanzentrockenmasse auftratehsich die CUE gegenuber den
ersten sieben Versuchstagen signifikant erhéhtesdErgebnisse weisen darauf hin, dass die
Stecklinge offenbar einige Stunden nach dem Absdenevon der Donorpflanze eine

gewisse Menge des assimilierten Kohlenstoffs Ubsuate verlieren.

Ob es sich hierbei um einen generellen, mit demcbsiden einhergehenden Vorgang
handelt, oder mdoglicherweise die unterschiedlicharphologischen Entwicklungsstadien

der AWB der kalt-dunkel behandelten Stecklinge w®i Kontrollen in der Stangelbasis



4 DISKUSSION 101

einen Einfluss auf die Ausnutzung des Kohlenstofisl eventuelle Verluste in Form von
Ausscheidungen ausiiben kann anhand der Ergebnisldgefestgestellt werden. Zukinftige
Untersuchungen der Exsudate kénnten Aufschluss déerZeitraum der Ausscheidungen

und den Umfang der Kohlenhydratverluste geben.

4.3.2 Einfluss der Lichtintensitat auf die Photosynthesektivitat

Ein positive Einfluss einer hoheren Lichtintensitif die Photosyntheseleistung wurde
bereits in vielen Studien demonstriert und istdmgllich bekannt (Ueda et al., 2000; Miller et
al., 2001; Kim et al., 2004). Die Anwendung untéredlicher Lichtintensitaten wahrend der
Bewurzelung von Petunienstecklingen wirkte sich digf Nettophotosyntheserate und die
Dunkelatmung aus. Eine ca. doppelt hthere Besmghbiarke fuhrte auch zu einer fast
doppelt so hohen Nettophotosynthese der Stecklidgdem zeigten Lichtresponse-Kurven
eine bessere Ausnutzung hoherer Lichtintensitatemnwdie Stecklinge wahrend der
Bewurzelung einer grél3eren PPFD ausgesetzt warés EBpiegelte sich auch in der
maximalen Photosynthesekapazitat wider (7,13 @8 @mol CQ m s %). Es konnte gezeigt

werden, dass nicht nur die Nettophotosynthese, esanduch die Dunkelatmung verstarkt
wird. Aufgrund der signifikant héheren Kohlenstaf$amilation der mit einer starkeren
Lichtintensitat behandelten Stecklinge wahrend ldehtphase, steht wahrscheinlich in der
Dunkelperiode mehr Kohlenstoff fur die Atmung zuerfigung (McCree, 1970; Baker et al.,
1972; Azcon-Bieto und Osmond, 1983; Amthor, 198B3gker et al. (1972) fuhrte Messungen
der Dunkelatmung in Baumwollfasern durch und koreitee positive Korrelation zwischen

erhdhten Respirationsraten in der Nacht und hohertibtensitdten am Tag nachweisen.

Den grof3ten Einfluss auf die Dunkelatmung hat jadde Temperatur (Amthor, 1989).
Anhand von Temperaturkurven der Petunienstecklkugente verdeutlicht werden, dass eine
Erh6hung der Temperatur auch zu einer verstarkiemk&atmung fuhrte. Der Einfluss der
Temperatur auf die Nettophotosyntheserate war veerstark ausgepragt als der Einfluss der
CO,-Konzentration. Photosynthesemessungen in Blattk&élvean Rosen und Tomaten waren
unter Berucksichtung der Temperatur, der Lichtistign und des Pflanzenalters mit den hier
erhaltenen Ergebnissen in etwa vergleichbar (Veneiha., 1999; Ueda et al., 2000; Hu et
al., 2006). Die erhaltenen Daten zum Gaswechsel Retunienstecklingen kdnnten zur

Optimierung der Bewurzelungsbedingungen in derKiitegsvermehrung beitragen. Es ware
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denkbar, dass eine erhdhte Photosyntheserateieéiekber die C@Begasung und weniger
durch eine erhthte Temperatur erfolgt, obwohl diégerfahren oft mit einem finanziellen

Mehraufwand verbunden ist.

4.4 Veranderungen des Stickstoffgehaltes wahrend der AW/

Eine ausreichende Versorgung mit Na&hrstoffen stellhten Schlisselfaktor bei der
Wurzelmorphogenese dar (Blazich, 1988; Hartmaral. £1990; Assis, 2001; Schwambach et
al., 2005). Auf einer adaquaten Stickstoffversogghasieren eine Vielzahl von Stoffwechsel-
vorgangen, wie beispielsweise die Synthese von Asdiaren, Proteinen, Nucleinsduren und
Nucleotiden, die mit dem Prozess der AWB assozsemtd (Haissig, 1974; Kromer und
Gamian, 2000; Schwambach et al., 2005).

Im Verlauf des Bewurzelungsvorgangs bei Petuniemdbr Gesamtstickstoffgehalt in kalt-
dunkel und unbehandelten Stecklingen in der Lichgghab. Dieser Verlauf ist vornehmlich
darin zu begriinden, dass wahrend der Bewurzelurgissiee keine ausreichende Stickstoff-
versorgung erfolgte. Bereits nach sieben Tagen teogime starke Reduzierung von 67,3 auf
37,7 mg N/g TM in den Kontrollen festgestellt waerd®er Gehalt sank bis zum 14. Ver-
suchstag weiter auf 22,8 mg N/g TM ab. Der sigatfite Riickgang des Stickstoffgehaltes in
beiden Stecklingsvarianten verdeutlicht, dass die2 gAusgangsversorgung im Verlauf der
Bewurzelung abnimmt. Bergmann (1993) gibt eine g8tekstoffversorgung in gerade
vollentwickelten Blattern von Petunien mit 20 b& g N/g TM an. Vergleiche mit weiteren
Literaturdaten von Zierpflanzen, wie Nelke (32 685 mg N/g TM, Plank, 1989; Reuter und
Robinson, 1997), Chrysantheme (35-65 mg N/g TMnlRld989; Bergmann, 1993; Reuter
und Robinson, 1997), Pelargonie (25 bis 32 mg NVig Bergmann, 1993) oder Poinsettie (40
bis 60 mg /g TM, Plank, 1989; Bergmann, 1993; Reutal Robinson, 1997; Campbell,
2000) sowie anderen Solanaceaen wie Tomate undkT@®abis 55 mg N/g TM, Plank,
1989; Bergmann, 1993; Campbell, 2000) unterstithierAnnahme, dass sich die Petunien-

stecklinge am Ende der Bewurzelungsversuche inreBickstoffdefizit befanden.

Wahrend Blazich (1988) davon ausgeht, dass Stitk&® der Wurzelinduktion eine
entscheidende Rolle spielt, demonstrierten Schwemled al. (2005) in einer Studie mit

Eukalyptusstecklingen, dass die Zugabe von Stitksto Form von NQ  oder einer



4 DISKUSSION 103

Kombination aus N@ und NH," zum Wachstumsmedium zu einer Erhéhung der Anzadhl u
des Langenwachstums von Wurzeln beitragt. Sie ssbfodaraus, dass Stickstoff sowohl in
der Initiation der AWB, aber auch in der spaterdrag® des Bewurzelungsprozesse eine
wichtige Rolle einnimmt (Schwambach et al., 2008ach dem Abschneiden von den
Donorpflanzen konnte in den Petunienstecklingee gute Stickstoffversorgung festgestellt
werden, die fir kalt-dunkel behandelte Stecklingezo Beginn der Lichtphase anhielt. Eine
Limitierung durch eine ungenltgende Stickstoffvegsolg ist daher wahrend der Wurzel-
induktion auszuschlieRen, jedoch fur die PhaseWaszelwachstums und der Expression
maoglich. Aufgrund der geringeren Stickstoffgehatteden Kontrollen im Vergleich zu kalt-
dunkel behandelten Stecklingen am Ende des Verskéhate somit ein limitierender Effekt
den Bewurzelungsvorgang in den unbehandelten $tgeki starker als in den kalt-dunkel
behandelten Stecklingen beeinflusst haben. In dennkerziellen Stecklingsbewurzelung
werden sogenannte ,controlled slow-release® Makomd Mikroelemente in die Ver-
mehrungsmedien appliziert, die wirksam werden, lsbbeste Wurzelspitzen aus der Stangel-
basis ausbrechen (Hartmann et al., 1990). DieseeAdungstechnik weist darauf hin, dass
die Entwicklung und das Wachstum der Wurzeln duscpanzende Nahrstoffe geftrdert

werden (Johnson und Hamilton, 1977; Hartmann ¢1800).

Der Einfluss von Stickstoff auf die AWB wird oft irdusammenhang mit Prozessen der
Assimilation, Verteilung und Verfugbarkeit von Kehistoff betrachtet (Wong, 1979;
Hartmann et al., 1990; Arp, 1991; Druege, 2009)isEgut dokumentiert, dass der Stickstoff-
und Kohlenstoff-Metabolismus eng miteinander veghisind und die Photosynthese
regulieren (Swank et al., 1982; Foyer et al., 199&ul und Foyer, 2001). Die Interaktion
beider Stoffwechselwege zeigt sich im C / N-Senshmgy dem z. B. beim Auftreten eines
erniedrigten Stickstoffgehaltes und einer Akkumolatvon Kohlenstoff-Skeletten, Gene Uber
Zuckermolekule exprimiert werden, die in die Stickssimilation und Starkebiosynthese
involviert sind und photosynthetische Gene inaktiviverden (Cheng et al., 1992; Lejay et
al., 1999; Coruzzi und Zhou, 2001). Des Weiteremdee Reduktionsédquivalente (NADH,
Ferredoxin), ATP und Kohlenstoff-Skelette, die fidre Umwandlung von Nitrat und
Ammonium in stickstoffhaltige Verbindungen (Aminasén, Nucleotide, Nucleinsduren,
Enzyme) nétig sind, dber die Photosynthese erzedgt in nichtphotosynthetisch aktiven
Geweben Uber den Abbau von Kohlenstoff gebildett(&bd Krapp, 1999; Paul und Foyer,
2001; Krapp et al., 2005). Aufgrund dieser Abhakgiten wird angenommen, dass ein
reduzierter Gehalt an Stickstoff die Aktivitat urtths Wachstum vorSinks sowie die
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Translokationsrate von Kohlenhydraten aus &murceGeweben herabsetzt, so dass die
Kohlenhydrate in Form von Starke in den Blatterkumkulieren. Chen und Cheng (2003)
konnten diesen Vorgang in Weinpflanzen demonstriengd schlussfolgerten eine mégliche
Feedbackhemmung der Photosyntheseaktivitat. DezkiEginer gedrosselten Photosynthese-
aktivitat postulierten auch andere Autoren (Arp919Geiger et al., 2000). Den umgekehrten
Einfluss eines erhdhten Stickstoffgehaltes mit mirférdernden Effekt auf die AWB wurde
fur Chrysanthemen- und Poinsettienstecklinge fesédje (Druege et al., 2000; Zerche und
Druege, 2009).

Inwiefern der reduzierte Stickstoffgehalt in dentuPéenstecklingen die AWB beeinflusst
haben konnte, lasst sich anhand der Ergebnissd feshstellen. Ob die ausgepragte
Kohlenhydratakkumulation in den Blattern der unbetgten Kontrollen ab 168 hpin in
Zusammenhang mit dem abgesunkenen Stickstoffgehdlesamtsteckling gebracht werden
kann, bleibt unbeantwortet. Aufgrund der bereitdgefiinrten mdglichen Effekte von
Stickstoff auf die AWB, kdnnte es von Nutzen setperimente durchzufuhren, bei denen
die Stecklinge ausreichend mit Stickstoff versowgérden, um relativ konstante und
ausreichende endogene Stickstofflevel zu gewaleteisDadurch konnten die wissen-
schaftlichen Arbeiten starker mit der praktischengpflanzenproduktion verknipft werden.

4.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Obwonhl die AWB bereits seit einigen Jahrzehntendastand der Forschung ist, bleiben bis
heute viele Aspekte dieses komplexen Prozessesinoukr unklar. Wéahrend der Einfluss
und die differenten Anforderungen der Phytohormobesonders Auxine, wahrend des
Bewurzelungsvorgangs relativ detailliert beschnelerden kénnen, wird die Funktion der
Kohlenhydrate als Energielieferanten, Signalmolekiihd Regulatoren bestimmter Gene
noch immer kontrovers diskutiert. Inwiefern Trarglbonsraten und die Photosynthese-
aktivitat UberSinkStarken reguliert werden ist noch nicht vollst@gnderstanden (Rook und
Bevan, 2003). Die Kohlenhydrate nehmen im Metabulis der Pflanze eine zentrale
Stellung ein, interagieren mit einer Vielzahl arederStoffwechselwege und sind in
Lichtresponse- und Phytohormonpathways involviéfelche Reaktionen und Regulations-
wege im Detail miteinander verbunden sind wird néehklarung benétigen (Coruzzi und
Zhou, 2001; Ellis et al., 2002; Léon und Sheen, 320800k und Bevan, 2003). Das
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Zusammenspiel mit weiteren Faktoren, wie z. B. ldehtintensitat und Temperatur sowie
des Gesundheitsstatus von Donorpflanzen, zeigt\iifaltigkeit und Komplexitat des

Bewurzelungsvorgangs auf.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit weidamauf hin, dass die Festlegung einer
SinkHierarchie und damit dieSinkStarke in Stecklingen die AWB limitieren. Eine

verbesserte Kohlenhydratverfiigbarkeit konnte nruiitt einer erhéhten Nettophotosynthese
begriindet werden, so dass Unterschiede in der Belwngsfahigkeit scheinbar tber die
Kohlenstoffflisse und die Verteilung in der Pflaneeguliert werden. Um detaillierte

Angaben zur Verteilung von Kohlenhydraten und Kabteffflissen im Steckling zu

erhalten, kbnnten Analysen unter dem Einsatz vdionaarkierten Kohlenstoff durchgefuhrt

werden. Eine zeitliche Phasenverschiebung der AiVEalt-dunkel behandelten Stecklingen
gegenuber den Kontrollen konnte bereits anhand Watersuchungen zu morphologischen
Ereignissen in der Stangelbasis festgestellt werBesierend auf Microarray-Arbeiten tUber
Petunie, kdnnte durch eine gezielte Auswahl vonelgergenen, die speziell in einer der drei
von Ahkami et al. (2009) definierten Phasen der AiMBiziert werden, eine prazise Aussage
Uber die Veranderungen von physiologischen Promedsaspielsweise der Transport von
Kohlenhydraten oder die Akkumulation von Auxin, rigéfien werden (personliche Mitteilung

P. Franken). Die gesammelten Daten der vorliegensibeit zum Gaswechsel und dem
fordernden Effekt einer temporéren kalten Dunkedimettung von Petunienstecklingen kdnnte
fur die Optimierung der Wachstums- und Transpoitimchgen in der Stecklingsvermehrung

Anwendung finden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die vegetative Vermehrung von Zierpflanzenstecldimgberuht auf der Bildung von
Adventivwurzeln und ermdglicht in relativ kurzer iZeeine Vielzahl von gleichartigen
Pflanzen (Klone) zu produzieren. Die Adventivwubiklung (AWB) stellt somit einen
entscheidenden Schlisselprozess in der erfolgmeicagetativen Vermehrung von Pflanzen
dar. In den letzten Jahren konnte sich die Petaisieine der beliebtesten Beet- und Balkon-
pflanzen auf dem Absatzmarkt etablieren und wirdern in der Forschung zur Aufklarung
des Vorgangs der AWB als Modellorganismus gen#tmsgangsorte der Petunienpflanzen-
produktion sind Regionen mit hoher Lichteinstralglunvie Mittel- und Sidamerika. Die
Stecklinge werden geerntet und zu Bewurzelungssiati in andere Lander mit hohen
Absatzmarkten Uberflhrt. Der Transport erfolgt Beimperaturen zwischen 4-12 °C im
Dunkeln. Dieser unumgangliche Produktionsschritirkgedoch zu Qualitatsverringerungen

und einer unzureichenden AWB der Stecklinge fiihren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher ein Beitragn zitlichen Verlauf und physiologischen
Veranderungen der AWB in Petunienstecklingen gieiserden. Von besonderem Interesse
war dabei die Frage nach dem Einfluss einer temeor&alten Dunkelbehandlung von
Petunienstecklingen auf die Bewurzelungsfahigkeivis biochemische und zytologische

Prozesse unter besonderer Bertcksichtigung desKoydirathaushaltes.

Die Stecklinge wurden entweder direkt fir 16 Tage Bewurzelungsschalen in einer
Klimakammer bewurzelt (Tag: 10 h Licht, PPFD: 108l m* s* bei 22 °C, Nacht: 14 h bei
20 °C) oder fur sieben Tage bei 10 °C in Plastédiim Dunkeln gelagert (Dunkelphase) und
anschlieBend fiur neun Tage in Bewurzelungsschaterddar Klimakammer bewurzelt
(Lichtphase, Bedingungen wie oben). Es konnte géaserden, dass eine kalte Dunkel-
behandlung die Bewurzelung beschleunigt und symebiert. Kalt-dunkel behandelte
Stecklinge wiesen nach einer nur neuntégigen Licdgp ein ahnliches Bewurzelungsniveau
wie die Kontrollen nach 16 Tagen auf. Schwankungender Wurzelanzahl und der
Gesamtwurzellange bei kalt-dunkel behandelten 8tggn traten in einem signifikant

geringeren Mal3e auf als bei den Kontrollen.

Wahrend der Dunkelphase wurden bereits erste reeraische Zellen in der Stangelbasis

gebildet. Diese morphologischen Veranderungen we#éd eine Initiation der AWB und
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Etablierung eines Wurz@inkshin. Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollende der
Phasenverlauf der AWB in der Dunkelperiode verztigbpes Weiteren fihrte die kalte
Dunkelbehandlung besonders im Blattgewebe zu &esrmung von Glucose, Fructose und
Saccharose sowie Starke. Damit verbunden sankrtigniaktivitat der FBPase, Glucokinase

und Invertasen in den Blattern ab.

In der Lichtphase nahm das Langenwachstum beidexckBigsvarianten zu. Die
Kohlenhydrate akkumulierten in kalt-dunkel behatetelStecklingen und den Kontrollen.
Der Kohlenhydratanstieg erfolgte zuerst in den Blat und breitete sich verzogert in der
Stangelbasis aus. Dabei wurde ein schnellerer igmifikant hoherer Anstieg innerhalb der
ersten 72 h der Lichtphase von kalt-dunkel behaexelStecklingen beobachtet. Der
Vergleich der Enzymaktivitditen beider Stecklingswaten zeigte nur geringfligige
Unterschiede. Der Ubergang in die Lichtphase fuhut@iner Beschleunigung im Ablauf der
Entwicklungsphasen der AWB in kalt-dunkel behareteltStecklingen. Die erhohte
Verfugbarkeit von Kohlenhydraten in kalt-dunkel batelten Stecklingen konnte nicht auf
eine Stimulation der Photosyntheseaktivitat infoldes sich bereits in der Dunkelphase
etablierten Wurze&inks und der Kohlenhydratverarmung zurtickgefuhrt werdé&m
signifikanter Einfluss der kalten Dunkelbehandluagf die Nettophotosynthese und die
Dunkelatmung wurde nicht festgestellt. Vermutlickerden Kohlenhydratflisse in den
Kontrollstecklingen verstarkt zu alternativ&inks umgeleitet. In kalt-dunkel behandelten
Stecklingen konnte es aufgrund der frihen Etabtigrdes WurzeBinks bereits zu einer
Hierarchiefestlegung gekommen sein, so dass Kojitkate bevorzugt in die Region der
Rhizogenese transportiert wurden. Um genauere Aessaiber die Verfligbarkeit und
Verteilung von Kohlenhydraten in den Stecklingesffen zu kdnnen, waren Analysen mit

radioaktivmarkiertem Kohlenstoff denkbar.
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Tab. I: Gegenuberstellung der chemische Zusammengeing des zum Giel3en genutzten Leitungswassers
am Standort Erfurt und Grol3beeren.

Parameter Wasser Erfurt Wasser Grof3beeren
pH-Wert 8,4 7,4
elektrische Leitfahigkeit [uS cHi 230,0 890,0
Karbonat-Héarte [°dH] 4,0 13,0
Gesamtharte [°dH] 4,0 22,0
Nitrat-N [mg L] 0,9 <0,5
Ammonium-N [mg L] <0,02 <0,02
Pgesam{mg L] <0,01 0,01
Kalium [mg L] 3,0 1,5
Kalzium [mg L] 16,0 115,0
Magnesium [mg [*] 1,1 8,6
Eisen [mg L[] 0,04 <0,02
Kupfer [mg L' 0,011 0,26
Mangan [mg ] <0,01 <0,01
Zink [mg L™ 0,014 0,136
Sulfat [mg L] 16,0 150,0
Chlorid [mg L] 17,0 66,0
Natrium [mg LY 16,0 36,0
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Abb. I: Veranderung der Gesamttrockenmasse (a), deBlatttrockenmasse (b) und Stangeltrockenmasse
(c) sowie der Stangellange (d) von unbehandelten drkalt-dunkel behandelten Stecklingen.
Unbehandelte Stecklinge wurden direkt nach dereEfiit 16 Tage der Lichtphase ausgesetzt (0-384
hpe), kalt-dunkel behandelte Stecklinge wurden rdethErnte (0 hpe) fur sieben Tage dunkel gelagert
(0-168 hpe) und anschlieBend fur neun Tage detdhielse ausgesetzt (168—-384 hpe); n=32.
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Abb. 1I: Nettophotosynthese (Re) in Abhéngigkeit von der eingestrahlten Lichtintersitat (PPFD) in
Kombination mit der CQ-Konzentration.
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