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Möglichkeiten zur Erstellung eines
In-vitro-Vermehrungssystems für Miscsnthus "Giganteus"

durch Nutzung verschiedener Pflanzenteile
als Spendergewebe
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(Mit 6 Abbildungen)

Zusammenfassung

Zur Erstellung eines In-vitro-Vermehrungssystemsfür Miscanthus "Gigan­
teus" wurde die Kallusbildung an verschiedenen Pflanzenteilen untersucht.
Unreife Infloreszenzen sind geeigneter als Sproßspitzen und Blattprimordien, da
sie w-eniger verbraunende Substanzen an das Medium abgeben und eine höhere
Verrnehrungsrate haben. Je Infloreszenz konnten bis zu 1830 Pflanzen erzeugt
werden. Da die Pflanzenregeneration bei Miscanthus über Somatische Embryo­
genese stattfindet, sind die biologischen Voraussetzungen zur Massenvermeh­
rung durch In-vitro-Kultur gegeben.

Schlüsselwörter: Miscanthus, In-vitro-Vermehrung, unreife Infloreszenzen,
Regenerationsrate, Somatische Embryogenese.

Possibilities for the establishment
of an ln-vitro-propagationsystem for Miscanthus "Giganteus"

by using different parts of the plant as donor-tissue

Summary

Ta establish an In-vitro-propagation system for Miscanthus "Giganteus" the
fortning of callus from different parts of the plant was examined. Parts from
unernerged inflorescences emitted less browning substances and had a higher
rate of reproduction than shoot tips or leaf primordia. 1830 plants were produced
by one unemerged inflorescence. The biological prerequisite for a mass propaga­
tion by In-vitro-culture is given because the plants regenerate by somatic
ernbryogenesis.

Key-words: Miscanihus, in-vitro-propagation, inflorescences, reproduction­
rate, somatic embryogenesis.
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1. Einleitung

Miscanthus ist eine C4-Pflanze aus dem ostasiatischen Raum. Auch in
Deutschland, wo die Möglichkeiten zur Nutzung von Miscanthus als nachwach­
sender Rohstoff, z. B. zur Energiegewinnung, geprüft werden, sind Erträge von
bis zu 36 t atro/ha möglich (KAHNT et al. 1992). Wie eigene Versuche bestätigen,
entwickeln sich unter den gegebenen Verhältnissen keine keimfähigen Samen.
Da die Kosten für die aus Rhizomteilung gewonnenen Tochterpflanzen sehr
hoch liegen, erhofft man sich die Erstellung billigen Pflanzgutes über die
Mikrovermehrung. Neben einer höheren Vermehrungsrate bietet die Mikrover­
mehrung im Vergleich zur Rhizomvermehrung, bei der Krankheitskeime über
das Rhizom weitergegeben werden können, die Möglichkeit, gesünderes Pflanz-
gut zu erzeugen.

Die Mikrovermehrung erfolgt entweder durch direkte Regeneration von Ach-
selknospen oder Sproßspitzen zu Pflanzen oder durch Kallusinduktion an meri­
stematischem Pflanzengewebe und anschließender Pflanzenregeneration am
Kallus oder von somatischen Embryoiden. die sich im oder am Kallus bilden.

Das Ziel unserer Untersuchungen war die Erstellung eines In-vitro-Vermeh­
rungssystems mit Kallusinduktion und anschließender Pflanzenregeneration
über somatische Embryogenese. Da noch keine Ergebnisse über die In-vitro­
Vermehrung von Miscanthus "Giganteus" vorlagen, mußte zuerst nach ge­
eigneten Pflanzenteilen und Nährmedien für eine Kalluskultur gesucht wer­
den.

2. Material und Methoden!

2.1 Anzucht der Spenderpflanzen und Gewinnung der Explan­
tate

Die Spenderpflanzen für unreife Infloreszenzen wurden im Gewächshaus
angezogen und zur Blüteninduktion von 7 bis 21 Uhr mit 30.000 Lux beleuchtet.
Sproßspitzen und Blattprimordien wurden bis zu einer Stengellänge von 1 m von
Gewächshauspflanzen und ab einer Länge von 1 m von Freilandpflanzen ent­
nommen.

Die Oberflächensterilisation des Stengelabschnitts, der das entsprechende
Pflanzenteil enthielt, erfolgte für drei sec. in 700/oigem Ethanol, danach für fünf
min, in 15%igem Natriumhypochlorit und durch anschließendes Spülen in auto­
klaviertem aqua desto

Sproßspitzen und Blattprimordien wurden unter dem Mikroskop auf eine
Größe von mindestens 2 x 2 mm und maximal 5 x5mm herauspräpariert. Inflo­
reszenzen wurden vor dem Auflegen in Stücke von 7 mm Länge geschnitten.

Alle präparierten Pflanzenteile wurden vor dem Auflegen für eine Stunde in
eine sterile Lösung von 100 mg/I Cystein gegeben, um eine Verbraunung des
Mediums durch die Explantate zu vermindern.

2.2 Kallusinduktion

Die Kallusinduktion erfolgte im Dunkeln bei 25 0 C und einer relativen Luft­
feuchte von 65 0/0. Die verwendeten Kulturgefäße und Medien sind in Tabelle 1
angegeben. In Versuch Abis D wurde je ein Explantat, in Versuch E wurden

1 Abkürzungen: MS=Murashige und Skoog-Medium, B5=Gamborg-Medium, BAP­
= Benzylaminopurin. 2,4-D = 2,4-Dichlorophenoxyessigsäure, 2,4,5-T= 2,4,5-Trichlorophen­
oxyessigsäure, Kin = Kinetin, Zea-e Zeatin.

244



differenzen wurden über einen multiplen Mittelwertvergleich mit dem LSD-Test
für eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % ermittelt.

3. Ergebnisse

3.1 Art der Kallusbildung und Pflanzenregeneration

Alle Explantate gaben ab dem dritten bis vierten Tag nach dem Explantieren
Substanzen ab, die zurVerbraunung des Mediums führten. Ohne ein zweiwöchi­
ges Umsetzen der Sproßspitzen und Blattprimordien innerhalb der Petrischale
kam es nicht zur Kallusbildung und häufig zum Absterben der Explantate.

Abb. 1: Kallus, gebildet an einer
unreifen Inforeszenz, mit embryo­
genen Zonen (A), Embryoiden (B)
und nichtembryogenen Zonen (C),

Vergrößerung 4x

Abb.3: Embryoid, Vergrößerung
20x
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Abb. 2: Embryoid, Vergrößerung
to«

Abb. 4: Embryogene Struktur, die
sich zu einem Bündel von Sprossen
und Wurzeln entwickelt, Vergröße-

rung lOx



Die Infloreszenzteile bildeten auch ohne Umsetzen oder Medienwechsel
ernbryogenen Kallus aus, da die Verbraunung des Mediums durch sie sehr viel
geringer war als durch Sproßspitzen und Blattprimordien.

Die Kallusbildung setzte an Sproßspitzen und Blattprimordien in der fünften,
an Infloreszenzen in der vierten Woche nach dem Explantieren ein. An allen
E:x:plantaten entstand neben glasigem Kallus von schmutzig-grauer Farbe, der
keine Pflanzen hervorbrachte, auch kompakter, weißer, embryogener Kallus
(siehe Abb. 1). An diesem bildeten sich Embryoide, die nach Umsetzen auf Rege­
nerationsmedium Sproß und Wurzel entwickelten.

Daneben bildete sich an den Explantaten unreifer Infloreszenzen auch hell­
grüner Kallus, dessen Oberfläche von ausdifferenzierten Embryoiden bedeckt
war, sowie glasiger, farbloser Kallus mit kristalliner Oberfläche. In letzterem
entstanden häufig embryogene Strukturen, die sich auf Regenerationsmedium
zu vollständigen Pflanzen entwickelten.

Bei der Pflanzenregeneration an Kalli von unreifen Infloreszenzen wurden
unterschiedliche Erscheinungsformen von Embryoiden beobachtet (siehe
Abb. 2-4). Am häufigsten traten solche auf, die generativ erzeugten Embryonen
glichen. Sie bestanden aus Scutellum, Koleoptile und Koleorrhiza (siehe Abb. 2).

3.2 Kulturerfolge mit Sproßspitzen und Blattprimordien

Die Kulturerfolge mit Sproßspitzen und Blattprimordien hingen wesentlich
von dem Entwicklungsstadium der Spenderpflanze ab. Tabelle 2 zeigt eine
Zusammenstellung der durchschnittlichen Anzahl der Regenerate je explantier­
tem Sproßmeristem oder Blattprimordium bei verschiedenen Sproßlängen der
Spenderpflanze. Aufgeführt sind die Wachstumsregler, bei deren Einsatz im Kal­
lusinduktionsmedium die besten Kulturerfolge erzielt wurden. Aufgrund unter­
schiedlicher Petrischalengrößen und Medienkonsistenzen sind die Versuche
untereinander jedoch nur bedingt vergleichbar.

Tabelle 2

Anzahl Regenerate je Sproßspitze (Sproßsp.) und je Blattprimordium (Blattp.) bei Nutzung
von Spenderpjlanzen in verschiedenen Entwicklungsstadien

Stengellänge Versuch VVaehstunnsregler Regenerationsrate
Kallusinduktionsmedium Sproßsp. Blattp.

2-5cm A 2 mg/12,4-D+O,5 mg/l BAP 0 n.v.
10 mg/12,4-D+ 1 mg/lBAP 0,3 n.v.

20-40 cm A 2 mg/12,4-D + 0,5 mg/lBAP 1,0 0
10 mgIl2,4-D+ 1 mg/lBAP 1,4 0

60-100 cm B 2 mgIl2,4-D+O,5 mg/IBAP 0 2,0
3,5 mg/12,4~D+0,5 mg/lBAP 12,6 3,6
5 mg/12,4-D+O,25 mgll BAP 0 7,8

100-125 cm C 2 mg/l 2,4-D+ 0,5 mg/lBAP 2,3 0
8 mg/12,4-D+O,5 mg/lBAP 1,3 1,0

250cm D 2,5 mg/12,4-D+O,5 mg/lBAP 5,0 n.v.
5 mgIl2,4-D+O,5 mg/lBAP 1,8 n.v.

Bei Entnahme der Explantate aus 2 bis 5 cm langen Rhizomsprossen wurden
nur geringe Regenerationsraten von 0,3 Pflanzen je explantierter Sproßspitze
beobachtet. 12 °/0 dieser Kulturen waren mit Bakterien kontaminiert. Bei Nut­
zung von 60 bis 100 cm langen Sprossen wurde mit 12,6 die höchste Anzahl von
Regeneraten je Sproßspitze erreicht. Bei einer Sproßlänge von 250 cm konnten
bis zu fünf Regenerate je Sproßspitze gewonnen werden. Der Anteil der mit Bak­
terien kontaminierten Kulturen betrug bei Sproßspitzen 1 bis 7 %. Aus Blattpri-
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mordien von 60 bis 125 cm langen Sprossen konnten regenerierbare Kulturen
angelegt werden. Die Regenerationsrate war bei einer Stengellänge von 60 bis
100 cm mit 7,8 Regeneraten je Explantat am höchsten. Die Kontaminationsrate
bei Kulturen mit Blattprimordien betrug 9 bis 12 %.

In Versuch D wurden vollständige, mit der Spitze nach oben explantierte mit
längs halbierten, mit der Schnittseite zum Medium hin explantierten Sproßspit­
zen verglichen. An den halbierten Sproßspitzen bildete sich mehr Kallus und
eine höhere Anzahl von Regeneraten. Bei einem Wachstumsreglergehalt des
Mediums von 5 mgll 2,4-D+O,5 mg/l BAP regenerierten durchschnittlich 11,3
Pflanzen je halber Sproßspitze.

3.3 Kulturerfolge m i t u n r e i fe n I nfl 0 re sze nz e n

Eine Länge von 7 mm erwies sich als optimale Explantatgröße für unreife
Infloreszenzen. In Versuch E wurden die Medien Gamborg B5 (GAMBORG und
SHYLUK 1981), Anderson (ANDERSON und HANER 1978), Jensen (JENSEN 1983) und
MS (MURASHIGE und SKOOG 1962) in ihrer Wirkung auf das Kalluswachstum und
die Pflanzenbildung an unreifen Infloreszenzen von Miscaruhus verglichen. Die
Menge an gebildetem Kallus sowie die Kallusqualität, bestimmt nach dem Anteil
an embryogenem Kallus, nahm in der Reihenfolge B5-, Anderson-, Jensen und
MS-Medium zu. Im Mittel über alle Wachstumsreglerbehandlungen reichten die
Kallusinduktionsraten von 43 % auf Jensen-Medium bis zu 57 % auf Anderson­
Medium. Die Menge an je Explantat gebildetem Kallus nahm, im Schnitt über
alle Wachstumsreglerbehandlungen, von 21 mg bei B5- auf 67 mg bei MS­
Medium zu. Abbildung 5 zeigt die Regenerationsraten bei Einsatz der vier
Medien sowie verschiedener Konzentrationen von 2,4-D mit BAP oder Kinetin.

Die Anzahl der Regenerate je Explantat lag im Schnitt über alle Wachstums­
reglerkonzentrationen, entsprechend der gebildeten Kallusmenge und -qualität,
auf MS-Medium am höchsten. Auf MS-Medium konnten bei Zugabe von 5 mg/l
2,4-D+O,25 mgll BAP zum Kallusinduktionsmedium durchschnittlich 2,6 Pflan­
zen je explantiertem Infloreszenzteil produziert werden, auf Jensen-Medium
1,4 Pflanzen bei Zugabe von 6,5 mg/12,4-D+O,25 mgll BAP. Die Regenerationsra­
ten auf B5 und Anderson-Medium schwankten, je nach Wachstumsreglerkonzen­
tration, zwischen 0,0 und 0,23 Regeneraten je Explantat und lagen damit sehr
viel niedriger als auf den Vergleichsmedien. Auf Medien, die 2,4-D und Kinetin

Regenerate je Explantat
3,...----------------------,

2,8

1,8

c c

Medium
Wach.tum.regler in mg/l

.3.5mg 2,4.D+0,28mg BAP 1213,8mg2,4·D+O,28mg Kin o8mg 2.4·D+O,28mg BAP

ErJSmg 2,4.D+0,28mg KIn b:S8,Smg 2,4·D+0,28mgBAP oS,Smg 2,4·D+0,25mg Kin

Abi>. 5:Anzahl Regene­
rate je Explantat in Ver­
such E bei Einsatz von
Gamborqs B5-, Ander­
son-, Jensen- und MS'­
Medium mit verschiede­
nen VVachstu7nsreglerge­
halten

And.BOnB8

0,8
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Abb. 6:Anzahl Regene­
rate je Explantat in Ver­
such F bei Einsatz von
festem und flüssigem
MS-Medium ohne oder
mit Filtereinlage als Kal­
lusinduktionsmedium
sowie bei verschiedenen
Wachstumsreglergehalten

Regenerate je Explantat
7r-----------------~-...,

6

5

4

3

2
f f f

1 9 9 9

0
fest flüssig flüssig + Filter

Konsistenz MS·Medium
Wachstumsregler in mg/l

.2mg 2,4·0 + lmg BAP Cl 4mg 2,4.0 + 2mg BAP

o 2mg 2,4-0 + tmg Zea (2]5mg 2,4,5·T + lmg KIn

enthielten, wurde meist mehr Kallus gebildet als auf Medien mit 2,4-D+BAP.
Auf Regenerationsmedium bildeten sich jedoch an den Kalli, die auf BAP-halti­
gem Medium induziert worden waren, mehr Pflanzen als an Kalli, die mit der
gleichen Konzentration von Kinetin induziert wurden.

Zur Ermittlung der optimalen Medienkonsistenz wurde die Kallusbildung in
Versuch F auf Festmedium, Flüssigmedium sowie Flüssigmedium mit einer Fil­
tereinlage in der Petrischale verglichen. In den Kulturen mit flüssigem Medium
wurden höhere Kallusgewichte und mehr embryogener Kallus gebildet als auf
Festmedium. Da die anschließende Pflanzenregeneration bei allen Varianten in
Petrischalen mit Flüssigmedium und einer Filtereinlage stattfand, können die
beobachteten Unterschiede allein auf die Wirkung der Medienkonsistenz und
Wachstumsregler im Kallusinduktionsmedium zurückgeführt werden.

Abbildung 6 zeigt, daß die höchsten Regenerationsraten bei Kallusinduktion
in Flüssigmedium, in dem das Explantat auf einer Filtereinlage im Medium lag,
erreicht wurde. Die höchste Regenerationsrate von 6,4 wurde beim Einsatz von
5 mg/l 2,4,5-T+ 1 mg/l Kinetin im Kallusinduktionsmedium beobachtet. Der
Anteil der mit Bakterien kontaminierten Kulturen betrug bei Versuch E 1,7 %,
bei Versuch F 0,9 %.

Während der Pflanzenentwicklung in vitro wurde, unabhängig von Auxinform
oder -konzentration, bei 1 % der Regenerate Albinismus beobachtet.

Die visuelle Bonitur der nach dem Umpflanzen in Erde überlebenden Regene­
rate im Gewächshaus zeigte keine Variabilität im Habitus.

Eine stichprobenartige zytologische Analyse der Regenerate ergab, daß sie die
gleiche Ploidiestufe aufwiesen wie die Spenderpflanzen, denen die Infloreszen­
zen entnommen wurden.

4. Diskussion

Die Versuche A, B, C und D zeigten, daß die Kulturerfolge mit Sproßspitzen
und Blattprimordien und ihre Wachstumsregleransprüche von dem Entwick­
lungsstadium der Pflanze beeinflußt wurden. VASIL und VASIL (1986) führten dies
auf Unterschiede im endogenen Gehalt an Wachstumsreglern sowie den physio­
logischen oder morphologischen Zustand des Pflanzenteils zurück. Nach den
vorliegenden Versuchsergebnissen können Sproßspitzen von 20 bis 250 cm lan-
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gen Sprossen erfolgreich kultiviert werden, wobei die Regenerationsraten von
Sproßspitzen aus Sprossen mit einer Länge unter 60 cm geringer waren als die
von längeren Sprossen. Zur Nutzung der Blattprimoriden waren ebenfalls 60 bis
100 cm lange Sprosse am geeignetsten.

Durch die Halbierung der Sproßspitzen wurde ein direkter Kontakt der meri­
stematischen Zellen mit dem Medium erreicht. Da nach DALE (1977) zu kleine
Explantate absterben wurden die Sproßspitzen zum Halbieren auf eine Größe
von 5 x 5 mm herauspräpariert. Dies erwies sich als ausreichend für das Überle­
ben der Sproßspitzen.

Bei Halbierung der Sproßspitzen und Nutzung der Blattprimordien lassen sich
fünf Explantate je Stengel gewinnen. Mit diesen könnten, bei Annahme maxima­
ler Regenerationsraten von 7,8 Pflanzen je Blattprimordium und 11,25 je halbier­
ter Sproßspitze 46 Tochterpflanzen je Stengel erzeugt werden. Eine 10 cm lange
Infloreszenz, die sich in 20 Rispenarme aufteilt, ermöglichte dagegen bei einer
Schnittgröße von 7 mm die Gewinnung von 286 Explantaten. Bei einer Regenera­
tionsrate von 6,4 Pflanzen je Explantat könnten 1830 Tochterpflanzen je Inflores­
zenz gewonnen werden.

Unreife Infloreszenzen erwiesen sich als das geeignetste der verglichenen
Pflanzenteile, da sie nur wenig mit Bakterien kontaminiert waren, die geringste
Menge an verbraunenden Substanzen an das Medium abgaben und zudem das
höchste Vermehrungspotential bieten. Deshalb wurden sie zur optimalen
Mediumbeschaffenheit und den benötigten Wachstumsreglerzusätzen intensiver
untersucht.

Der Vergleich der vier Standardmedien zeigte, daß für die Kultivierung unrei­
fer Infloreszenzen von Miscanthus stickstoffreiche Medien wie das MS- oder
Jensen-Medium unerläßlich sind. Stickstoff fördert nach REINERT et al. (1967) die
Embryoidbildung.

Miscanthus-Explantate geben in starkem Maße verbraunende, das Kallus­
wachstum behindernde Substanzen ab. Während sich diese in der Matrix des,
dem zur Verfestigung des Medium beigegebenen Agars festsetzen und um das
Explantat herum akkumulieren, können sie sich in flüssigem Medium verteilen.
Hierauf ist vornehmlich das bessere Kalluswachstum in flüssigem Medium
zurückzuführen. Außerdem ist in Flüssigmedium ein größerer Oberflächenkon­
takt des Explantats mit dem Medium gegeben, was zu einer effizienteren Auf­
nahme der Inhaltsstoffe und zu schnellerem Kalluswachstum führen kann
(GEORGE und SHERRINGTON 1984).

Für die Regeneration der Embryoide zu Pflanzen erwies es sich als notwen­
dig, Filtereinlagen in das Flüssigmedium zu geben, auf denen die Kalli aufla­
gen.

Die Versuchsergebnisse zeigten, daß zur Induktion von embryogenem Kallus
an Sproßspitzen und Blattprimordien eine Zugabe von 2,5 bis 5 mg/l 2,4-D mit
0,5 mg/I BAP optimal waren. Unreife Infloreszenzen reagierten positiv auf die
Wachstumsreglerkombination von 2,4-D + BAP und 2,4,5-T+ Kinetin. Bei einer
Auxinkonzentration von 2 bis 10 mg/l und einer Cytokininkonzentration von 0,25
bis 2 mg/I konnte embryogener Kallus gebildet werden. Im Gegensatz zu unrei­
fen Infloreszenzen anderer Gramineen wie z. B. Mais (PAREDDY und PETOLINO
1990), Gerste (THOMAS und SCOTT 1985) und Weizen (TABAEIZADEH et al. 1990) konn­
ten bei Miscanthus aus den Kalli, die auf reinem Auxinmedium ohne Cytokinin­
zugabe induziert wurden, meist keine Pflanzen regenerieren. Dies deutet darauf
hin, daß Miscanthus zur Induktion von regenerierbarem Kallus eine Wachstums­
reglerkombination von Auxin und Cytokinin im Kallusinduktionsmedium benö­
tigt.
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Ein Regenerationsmedium ohne Wachstumsreglerzusätze oder mit einer Gabe
von 0, 1 rng/I BAP erwies sich als optimal.

Die Pflanzenregeneration in Kalluskulturen von Miscanthus findet über soma­
tische Embryogenese statt. Diese ist nach VASIL (1991) die effizienteste und wirt­
schaftlichste Methode der Mikrovermehrung der Pflanzen. Gegenüber der Orga­
nogenese, bei der sich Sprosse bilden, die in einem zusätzlichen Arbeitsgang
bewurzelt werden müssen, hat sie den Vorteil, daß eine höhere Anzahl von Pflan­
zen gebildet wird und die morphogene Kapazität der embryogenen Kulturen
über einen längeren Zeitraum erhalten werden kann, als die von nichtembryoge­
nen (NABORS et al. 1983). Kalluskulturen, induziert an Infloreszenzteilen von Mis­
canthus, blieben bei zweimonatigem Mediumwechsel ein Jahr lang regenera­
tionsfähig. Aus diesen Versuchsergebnissen ist zu schließen, daß bei Miscanthus
die biologischen Voraussetzungen zur Massenvermehrung über In-vitro-Kultur
gegeben sind.
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