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Anmerkung

Teile dieser Arbeit sind im Abschlussbericht des Projektes Genius (FNR) sowie in der
Veroffentlichung ,Evaluation of the Intra- and Interspecific Development of Different

Accessions of Silphium perfoliatum L. and Silphium integrifolium Michx.” zu finden [1].
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I. Zusammenfassung

Die Inkulturnahme wie auch die Ziichtung neuer Nutzpflanzen stellt einen wichtigen Aspekt
des Fortschritts im Pflanzenbau dar. So wird im Sinne der Nachhaltigkeitsforderung der
Landwirtschaft nach immer neuen potenziellen Kulturpflanzen gesucht. Hierbei hat sich
Silphium spp. als eine sehr vielversprechende neue Kulturpflanze gezeigt, die in Hinblick auf
eine vielseitige Nutzung wie auch den 6kologischen Aspekt des mehrjdhrigen Anbaus grofes

Potenzial mitbringt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in einem ersten Teil der gesamte
Entwicklungszyklus von Silphium perfoliatum (Durchwachsende Silphie) wie auch Silphium
integrifolium (kein deutscher Trivialname vorhanden) der ersten beiden Entwicklungsjahre
dokumentiert. Ferner wurde ein zwischen- wie auch innerartlicher Vergleich der
Entwicklungskinetiken anhand jeweils zweier Akzessionen jeder Art erarbeitet.
Grundlegende Entwicklungsschritte haben sich hierbei geglichen, obgleich sich in beiden
Aspekten Entwicklungsunterschiede in der Quantitat der Merkmalsauspragung eingestellt
haben. Um den praktischen Wert dieser Arbeit zu steigern, wurde eine BBCH-Skala fiir beide
Arten erarbeitet. Von entscheidenden Entwicklungsschritten wurden Zeichnungen beider

Arten als Referenz angefertigt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Methodiken zur Generationszeitverkiirzung erarbeitet
und evaluiert. Hierzu wurden an zwei unterschiedlichen Akzessionen von
Silphium perfoliatum verschiedene Eingriffe in den natiirlichen Entwicklungszyklus
durchgefiihrt. So wurde einerseits die Entwicklung bzw. die Abreife der Samen unterbrochen
und eine Kultur unreifer Embryonen in vitro bemiiht, sodass hierdurch eine Verkiirzung der
notwendigen Zeit fiir den natiirlichen Keimungsprozess erzielt werden konnte. Die in-vitro-
Kultur vollstaindiger Samen erzielte keine positiven Resultate. Andererseits wurde die
notwenige Vernalisationszeit von Silphium perfoliatum ermittelt. Durch eine gezielte
Kalteapplikation lief sich eine optimale Vernalisationsdauer von etwa 42 Tagen definieren,
was in Kombination mit einem Wiederantrieb der Pflanzen als Gewachshauskultur einen
erheblichen zeitlichen Vorteil verglichen mit dem natiirlichen Entwicklungszyklus von
Silphium perfoliatum zeigte. Flankierende Versuche zeigen ein komplexes Bild weiterer

Moglichkeiten zur Generationszeitverkiirzung.



II. Summary

The cultivation and breeding of new crops is an important aspect of progress in plant
production. New potential crops are constantly being sought in order to promote
sustainability in agriculture. Silphium spp. has shown to be a very promising new crop with
great potential in terms of versatile utilisation and the ecological aspect of perennial

cultivation.

In the first part of this study, the entire development cycle of Silphium perfoliatum (Cup Plant)
and Silphium integrifolium (Rosinweed or Silflower) in the first two years of development was
documented. Furthermore, an inter- and intraspecific comparison of the developmental
kinetics was made using two accessions of each species. The basic developmental steps were
similar, although there were developmental differences in the quantity of trait expression in
both aspects. To increase the practical value of this work, a BBCH scale was developed for both

species. Drawings of crucial developmental steps of both species were made for reference.

In the second part of this work, methods for reducing the generation time were developed and
evaluated. For this purpose, various interventions in the natural development cycle were
carried out on two different accessions of Silphium perfoliatum. On the one hand, the
development or ripening of the seeds was interrupted and a culture of immature embryos
in vitro was carried out so that a reduction in the time required for the natural germination
process could be achieved. The in vitro culture of complete seeds did not give any positive
results. On the other hand, the necessary vernalisation time of Silphium perfoliatum was
determined. An optimum vernalisation period of around 42 days was defined by a targeted
cold application, which, in combination with a re-sprouting of the plants as a greenhouse
culture, showed a considerable time advantage compared to the natural development cycle of
Silphium perfoliatum. Accompanying experiments show a complex picture of further

possibilities for shortening the generation time.



1. Allgemeine Finleitung und Problemstellung

Der Anbau von Pflanzen als erneuerbare Ressourcen zur Substitution von fossilem
Kohlenstoff mit dem Ziel eines biobasierten nachhaltigen Wirtschaftens nimmt zu. Lange Zeit
wurden einjahrige Pflanzen fiir die Biomasseproduktion genutzt. Aufgrund vieler
pflanzenbaulicher wie auch 6kologischer Vorteile wurden im Laufe der vergangenen Dekaden
mehrjdhrige Wildpflanzen fiir eine domestizierte Nutzung in Betracht gezogen [2]. Ferner
wurde hier der Begriff ,Mehrzweck-Biomasse-Pflanzen der dritten Generation” gepragt.
Dieser umschliefst alle Nutzpflanzen, die fiir die Herstellung von biomassebasierten
Produkten wie auch Lebensmitteln geeignet sind, zusétzlich einen 6kologisch-nachhaltigen
Aspekt im Anbauverfahren mit sich bringen. Hierdurch ist eine noch grofiere

Nutzungsflexibilitat geschaffen worden [3].

Zurzeit kommen innerhalb der Gattung Silphium zwei Schwesterarten fiir die Entwicklung
eines solchen neuen Pflanzentyps in Frage: Silphium perfoliatum L. und Silphium integrifolium
Michx. Silphium perfoliatum wird primér zur Energiegewinnung genutzt, wahrend Silphium
integrifolium zu einer Olpflanze domestiziert wird [4,5]. Beide gehdren zur Familie der
Asteraceae, Tribus der Heliantheae und stammen aus dem 6stlichen Teil Nordamerikas [6-9].
Erstmals fand von Silphium perfoliatum 1759 im Rahmen der taxonomischen Benennung durch
Peter Joseph Lenné Erwahnung. Erste Dokumentation einer Kultivierung auf europdischen
Boden wurde 1762 in den Garten von Montpellier in Frankreich durchgefiihrt.
Landwirtschaftliche Nutzungen der Pflanze wurden erstmals in der 1950er Jahren in der
ehemaligen Sowjetunion im Rahmen einer Suche nach neuen Futterpflanzen fiir
landwirtschaftliche Nutztiere erprobt [10]. Die erste taxonomische Beschreibung von Silphium
integrifolium wurde 1803 in ,Flora Boreali Americana”, welche von Andre Michaux
ausgearbeitet und ein Jahr nach seinem Tod von L. C. M. Richard editiert und veroffentlicht

wurde [11,12].

Neben der Nutzung als Kulturpflanze zeigt Silphium perfoliatum grofie agrardkologische
Vorteile. So wird durch den mehrjahrigen, ausdauernden Wuchs und das dadurch sehr
ausgepragte Wurzelsystem ein dauerhafter Erosionsschutz aufgebaut [13]. Durch den
dadurch implizierten Kohlenstoffeintrag in den Boden kommt es langfristig zu einem
Humusaufbau [14,15], was einer Reduktion des Nahrstoffauswaschungspotenzials und einem

ausgepragten Bodenleben zutrédglich ist [7]. Zudem eignet sich Silphium perfoliatum zur
3



Regeneration cadmiumbelasteter Boden [16]. Ferner kommt es unter- wie auch tiberirisch zur
Biodiversitatssteigerung. So steigt die Menge wie auch die Anzahl der vorkommenden Arten
von Bodenlebewesen durch die Kultivierung von Silphium perfoliatum im Vergleich zu Zea mais
signifikant [17,18]. In Anbetracht riicklaufiger Populationen von bliitenbesuchenden Insekten
[19] zeigt die Durchwachsene Silphie grofies Potenzial als Lebensraum fiir {iberirdisch lebende
Insekten, sodass sich eine hohe Biodiversitat innerhalb dieser Bestande verzeichnen lasst. Von
Burmeister et al. (2016) wurden Bliitenbesuche von Apis mellifera wie auch einer Vielzahl
unterschiedlicher Arten von Bombus, Hymenoptera, Syrphidae, Diptera, Coleoptera und
Lepidoptera festgestellt [20]. Einerseits ldsst sich dies mit der ausdauernden Bliite von Silphium
perfoliatum von Juli bis September begriinden [8]. So wurde von Mueller et al. (2020)
festgestellt, dass durchschnittlich 188 Bliiten pro Pflanze und Jahr gebildet werden [21] und
die Durchwachsene Silphie aufgrund der grofiflichigen landwirtschaftlichen Nutzung eine
entsprechend ergiebige Nahrungsquelle fiir Insekten darstellt [22]. Andererseits ldsst sich die
Trachtliicke, die fiir eine Vielzahl an Insekten problematisch sein kann, durch die ausdauernde
Bliite der Durchwachsenen Silphie iiberbriicken [23]. Zusatzlich bietet Silphium perfoliatum
Insekten aufgrund der becherartigen Anordnung der Bladtter um den Trieb [13] und das darin
gesammelte Regenwasser eine Feuchtigkeitsquelle [24]. Aufgrund der mehrjahrigen
Kulturfithrung von Silphium perfoliatum und einer dauerhaften Bestandesetablierung
beschranken sich die kulturbedingten Eingriffe seitens des Anbauers abgesehen von der
jahrlichen Diingung und Ernte auf das Etablierungsjahr, wodurch eine gesteigerte
Bodenschonung gewdhrleistet wird. Zusatzlich ist der Einsatz von Herbiziden durch den
schnellen Bestandesschluss ab dem zweiten Kultivierungsjahr auf das Etablierungsjahr
beschrankt, wodurch ein nachhaltigeres Wirtschaften verglichen mit herkdmmlichen Kulturen

moglich wird. [19,25,26].

Neben den agrarokologischen Vorteilen hat Silphium perfoliatum viele interessante
Eigenschaften einer potentiellen zukiinftigen Non-Food-Kultur im Hinblick auf ihre
Nutzbarkeit in der Landwirtschaft, als Faserpflanze sowie in der Nutzung von Inhaltsstoffen
und Metaboliten [7]. Je nach Boden- und Wasserverfiigbarkeit ist ein Ertrag von 15 bis 25 Mg
Trockenmasse pro Hektar moglich [15,27]. Die Biomasse von Silphium perfoliatum kann fiir
verschiedene Zwecke genutzt werden [3]. Sie wird vor allem als Biogassubstrat, aber auch fiir

die Herstellung von Fasern, chemischen und pharmazeutischen Substanzen verwendet. Durch



den vielseitigen Nutzen der Durchwachsenen Silphie wird der landwirtschaftliche Wert dieser
mehrjdhrigen Pflanze erhoht. So produziert die Pflanze eine Vielzahl von chemischen
Verbindungen, die fiir pharmakologische und landwirtschaftliche Zwecke genutzt werden
konnen [7,28-31]. Je nach Nutzungsart dndern sich der optimale Erntezeitpunkt und die zu
erwartende Erntemenge. Zu einem frithen Erntezeitpunkt weist Silphium perfoliatum einen
relativ hohen Anteil schnell umsetzbarer Kohlenhydrate, Fette und Proteine auf [32]. Gegen

Ende der Vegetationsperiode steigen sowohl die Faser- als auch die Aschegehalte [7,28-31].

Fiir die Nutzung zur Energiegewinnung durch Vergarung in Biogasanlagen ist eine Pflanze
mit einem hohen Anteil an schnell umsetzbaren Kohlenhydraten vorteilhaft [28]. Gleiches gilt
in gewissem Mafse fiir die Nutzung als Futtermittel, wobei der erforderliche Proteingehalt von
der Tierart und der Haltungsform abhangt. Silphium perfoliatum zeigt vergleichbare
Trockenmasseertrage wie Luzerne (Medicago sativa L.) und Rotklee (Trifolium pratense L.), bei
geringerem Nahrwert. Dies lasst sich durch eine Ernte in zwei Schnitten optimieren. So dndert

sich der Gehalt an Nahrstoffen je nach Entwicklungsstadium oder Erntetermin [33,34].

Neben der Nutzung der Biomasse zur Energiegewinnung oder als Futtermittel [7,13,34-36]
kann Silphium perfoliatum als Rohstoff fiir die Faserproduktion verwendet werden, die in der
Papier- oder Kartonindustrie Einsatz finden kénnen [7,27]. Dartiber hinaus eignet sich das
Parenchym aufgrund seiner isolierenden Eigenschaften als Ersatz fiir expandierendes
Polystyrol als Dammstoff [37]. Dazu werden die Pflanzen iiber den Winter auf dem Feld
belassen, um bis zum Neuaustrieb im Friithjahr abzutrocknen und dauerhaft lagerfahig zu
werden [27,28]. Falls erforderlich, wird durch eine Trocknung nach der Ernte die

Lagerfahigkeit sichergestellt [27].

Zu den weiteren Verwendungsmdoglichkeiten von Silphium perfoliatum gehort die Nutzung
seiner Metaboliten. Aus den Blattern, Stangeln und Bliiten kann eine Vielzahl von Stoffen
extrahiert werden, die in verschiedenen Industriezweigen, z. B. fiir Lebensmittel oder

Arzneimittel, verwendet werden konnen [31,38].

Hauptsachlich wird die Durchwachsene Silphie in Deutschland als Biogassubstrat verwendet.
Dabei stieg die Anbaufldache von 800 Hektar in 2016 auf 3500 Hektar in 2020. 2021 betrug die
Anbaufldache 10.009 Hektar [39]. Dies lasst sich auf die Attraktivitdtssteigerung des Anbaus

der Durchwachsenen Silphie aufgrund der 2018 erweiterten Greening-Verordnung



zuriickfiihren. Hierin wird einer Kultur der Durchwachsenen Silphie ein Greening-Faktor von

0,7 als okologische Vorrangflache eingeraumt [40].

Im Falle von Silphium integrifolium sind zwei natiirliche botanische Varianten bekannt und
beschrieben: Silphium integriflolium var. integrifolium und Silphium integrifolium var. laeve [41].
Die Variante Silphium integrifolium var. integrifolium ist aus dem nordostlichen Teil, Silphium
integrifolium var. lneve aus dem siidwestlichen Teil der natiirlichen Verbreitung bekannt. Beide
Varianten von Silphium integrifolium zeigen, wie auch das oben beschriebene Silphium
perfoliatum, dhnliche grofie 6kologische Vorteile fiir Boden, Wasser und Biodiversitat [42—44].

Das Interesse an der in Europa noch weitgehend unbekannten Pflanze wichst stetig [9].

Silphium integrifolium var. laeve kann in seiner pradomestizierten Form als mehrjdhrige
Olpflanze genutzt werden [9,45]. Dabei wurden zwei Zuchtziele verfolgt: Die Anzahl der
Samen pro Bliite wurde erhoht und die Seitenverzweigung der Stangel wurde reduziert [44].
Die Olzusammensetzung der Samen ist dem Ol der Sonnenblume (Helianthus annuus L.) sehr
ahnlich [5,9]. Silphium integrifolium weist einen maximalen Samenertrag von 279,36 g pro
Pflanze und Jahr auf, wobei aus 1 kg Samen 118 bis 253 g Ol gewonnen werden koénnen [9].

Der erwartete Biomasseertrag pro Hektar liegt bei etwa fiinf Tonnen [46].

Aufgrund ihrer natiirlichen Verbreitung in der Prarie Nordamerikas und des komplexen
Waurzelsystems dieser mehrjahrigen Pflanze eignen sich die Pflanzen als Olsaat in ariden und
semiariden Regionen [47,48]. Neben einem Anbau in Kansas, USA, existiert ein Anbaugebiet
im Norden von Patagonien, Argentinien. Aufgrund der klimatischen Bedingungen, die denen
in Kansas, USA, dhneln, ist eine Bewdsserung notwendig, wobei die bendtigte Wassermenge

im Vergleich zu anderen Olsaaten stark reduziert ist [48].

Wegen des hohen Potenzials als Olsaat scheint Silphium integrifolium eine vielversprechende
Wildpflanze fiir die Domestikation zu sein [9]. Zu diesem Zweck wurden in den frithen 2000er
Jahren zwei unabhdngige Ziichtungsprojekte gestartet. Ein Projekt wurde in Polen
durchgefiihrt, wobei der Schwerpunkt auf der Biomasse lag [49]. Parallel dazu wurde ein
Zichtungsansatz in Kansas, USA, durchgefiihrt, bei dem der Schwerpunkt auf dem C)lertrag

lag [5,44].

Die Domestikation von Wildpflanzen hat im Rahmen der De-Novo-Domestikation in den
letzten Jahren eine Vielzahl von Vorteilen gezeigt. Die De-Novo-Domestikation beschreibt
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eine alternative Methode fiir die Domestizierung einer derzeit nicht domestizierten Pflanze.
Hierbei wird im Unterschied zu derzeitigen Domestizierungsmethoden oder Optimierung
bestehender Kulturpflanzen, ein grundsatzlich unterschiedlicher Ansatz gewaihlt. Hierbei
werden die notigen phéanotypischen Verdnderungen nicht durch langfristige
Selektionsverfahren, sondern durch gezielte Veranderungen in der Erbinformation der
Pflanze durch Gen-Editierung erzeugt, wodurch eine erhebliche Zeiteinsparung entsteht [50].
Das ziichterische Resultat wird durch anschlieffende Phénotypisierung verifiziert [51]. So
kann hierdurch eine Moglichkeit geschaffen werden, die Durchwachsene Silphie an
spezifische Nutzungsformen anzupassen. Im Rahmen einer Sammelreise im Jahr 2016 wurden
von Dr. Christian Wever etwa 40 Wildtypen von Silphium im natiirlichen Verbreitungsgebiet
lokalisiert, gesammelt und ab 2017 am Campus Klein-Altendorf (pflanzenbauliches
Versuchsgut der Universitat Bonn) in einem Feldversuch kultiviert, sodass eine Grundlage fiir
eventuelle Ziichtungsprojekte geschaffen werden konnte. In einem ersten Schritt wurde die

unterschiedlichen Akzessionen einer Phanotypisierung unterzogen.

Der allgemeine Entwicklungszyklus von Silphium lasst sich in zwei mafigebliche Phasen
einteilen. Die erste Phase beschreibt die Entwicklung im natiirlichen ersten Jahr, in dem die
Etablierung der Pflanze stattfindet. Nach der Keimung bildet die Pflanze eine bodenstidndige
Rosette, die im Herbst zunehmend seneszent wird. Die Pflanze iiberdauert in eingezogenen
Zustand den Winter und vernalisiert. Die zweite Phase der Entwicklung beginnt im zweiten
Jahr zu Beginn der Vegetationsphase. Nach erneuter Rosettenbildung setzt eine Triebbildung
ein, die nachdem sie abgeschlossen wurde in eine generative Entwicklungsphase iibergeht.
Nachdem die Samenreife abgeschlossen wurde, setzt wiederum die Seneszenz ein. Die zweite
Phase der Entwicklung wiederholt sich bis auf weiteres jahrlich [7,13,49]. Im Kontext
ziichterischer Unternehmungen ist eine verhaltnismafSig lange Generationszeit potenziell
problematisch, da sich einerseits Zuchtziele im Laufe des Prozesses verandern konnen [52],
sich andererseits die wirtschaftliche Profitabilitdit durch langfristige ziichterische Aktivitat
schmalert [53]. Es liegt also nahe, die Moglichkeiten zur Generationszeitverkiirzung zu

evaluieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die generellen Entwicklungskinetiken von
Silphium anhand von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium anhand von je zwei
Akzessionen quantitativ  beschrieben, sodass eine eindeutige Definition jedes
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Entwicklungsstadiums geschaffen wurde. Bezugnehmend hierauf wurde eine BBCH-Skala
nach Hack et al. (1992) und Meier (2018) etabliert [54,55]. Diese dient dazu, die Entwicklung
der jeweiligen Pflanze eindeutig zu beschreiben, sodass Anwendern wie auch potenziellen
Pflanzenziichtern ein Leitfaden mit konkreten Entwicklungsstadien an die Hand gegeben

werden kann.

Ein = weiterer =~ Abschnitt dieser =~ Arbeit  beschreibt Moglichkeiten  zur
Generationszeitverkiirzung. Hierzu wurde eine Reduktion des Dormanzpotenzials und eine
implementierte vorzeitige Keimung der Embryonen und Samen in vitro, wie auch eine
Reduktion der notwendigen Vernalisationszeit der entwickelten Rosetten von Silphium

perfoliatum anhand von zwei Akzessionen untersucht [56].



2. Beschreibung der Entwicklungskinetiken von Silphium

perfoliatum und Silphium integrifolium

Wiahrend der Entwicklung durchlduft eine Pflanze verschiedene Stadien. Dies ldsst sich
einerseits am entwicklungsinharenten Phanotyp der Pflanze beobachten, andererseits kann
dies auf Umwelteinfliisse zuriickgefiihrt werden [57]. Um eine Vergleichbarkeit der
phanotypischen Entwicklung der verschiedenen Akzessionen/Genotypen zu erhalten, ist es
entscheidend, diese unter den gleichen Bedingungen anzubauen [58]. Aus diesem Grund
kultivierten Wever et al. (2019) finf verschiedene europdische Silphium perfoliatum-
Akzessionen unter Feldbedingungen am selben Standort, um Unterschiede im
phénotypischen Erscheinungsbild in Bezug auf Pflanzenhohe, Stammdurchmesser, Anzahl
der Triebe pro Pflanze, Internodien pro Trieb und Bliitenstand zu untersuchen [58]. Anhand
dieser Daten kann die Entwicklungskinetik der Pflanzen jedoch nur indirekt dargestellt
werden, so dass eine quantitative Datenerfassung erforderlich ist [55].

Voraussetzung fiir den Austausch von neuen Erkenntnissen ist in der Wissenschaft ein
Verstandnis sowie die gleichen Vorstellungen gegeniiber den verwendeten Begriffen.
Dementsprechend ist es wichtig, eine vereinheitlichte Beschreibung der Entwicklungsstadien
von Pflanzen zu nutzen, um nach phénologischen Merkmalen eine Codierung zu schreiben.
Eine Moglichkeit hierzu bietet die BBCH-Skala nach Meier (2018). Die Bezeichnung BBCH
leitet sich von der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft,

Bundessortenamt und Chemische Industrie ab [54].

Im Jahr 1974 wurde die Getreideskala nach Zadoks et al. entwickelt und bietet eine Grundlage
als allgemein gebrauchliche und seit Langem bewdhrte Beschreibung von
Entwicklungsstadien fiir verschiedenste Branchen. Aktuelle Skalen orientieren sich an dieser
Darstellung [59]. Tottman et al. (1979) entwickelten die bestehende Getreideskala weiter.
Hierbei wurden die frithen Entwicklungsstadien prézisiert. Ferner wurde eine Vielzahl von
botanischen Zeichnungen gefertigt. [60] Die erweiterte allgemeine BBCH-Skala nach Hack et
al. (1992) definiert eine Skala, die als Dezimalzahlen in Makro- und Mikrostadien aufgeteilt
ist. Die Makrostadien der Ziffern 0 bis 9 beschreiben Zeitspannen im Entwicklungsverlauf der
Pflanze. Erganzt werden diese durch die Verwendung von Mikrostadien, prazisen

Zeitpunkten in der Pflanzenentwicklung. Diese charakteristischen Entwicklungsschritte



werden ebenfalls durch die Ziffern 0 bis 9 definiert, wodurch ein so zweistelliger Code entsteht

[55].

Die Nodien sind hier mafigebend fiir das Zahlen der Blattpaare. Falls diese nicht eindeutig
voneinander getrennt werden konnen, wie bei gegenstandigen Blattern, werden bei
Blattpaaren die Einzelblatter bonitiert. Tritt der Fall auf, dass zwei oder mehr Makrostadien

parallel verlaufen, wird das fortgeschrittene Entwicklungsstadium aufgefiihrt [55].

Fiir alle Pflanzen werden gleiche phéanologische Entwicklungsstadien mit dem gleichen Code
belegt, um einen verbindlichen Rahmen fiir die Beschreibung verschiedener Pflanzenarten zu
schaffen. In der Regel wird bei der Beschreibung der Stadien nur das Entwicklungsgeschehen
am Hauptspross beleuchtet und eindeutig erkennbare morphologische Merkmale bilden die

Basis dieser Darstellung [61].

Meier (2018) erweiterte diese Skala in den Jahren 2001 und 2018 um Zeichnungen einiger
wichtiger Stadien sowie weitere Grundprinzipien. Da Pflanzenarten Verschiebungen im
Entwicklungsverlauf aufweisen konnen, ist es moglich, dass bestimmte Stadien entfallen. Um
die Skalen fiir die Definition von Entwicklungsstadien nutzen zu konnen, sollte dies auf

mindestens 50% der Pflanzen zutreffen [61].

Im Rahmen eines europdischen Forschungsprojektes ,SidaTim” veroffentlichten Cumplido-
Marin et al. (2020) eine BBCH-Skala fiir Silphium perfoliatum [7]. Diese wurde in Anlehnung an
Hack et.al (1992) und Meier (2018) entworfen und beschreibt Entwicklungsstadien der ersten
beiden Standjahre. Im ersten Jahr wird die Keimung (BBCH-Makrostadium 0), die
Blattbildung (BBCH-Makrostadium 1) wie auch der Reihenschluss (BBCH-Makrostadium 2)
der Kultur beschrieben. Im zweiten Standjahr wurde nach Cumplido-Marin et al. wiederum
die Blattentwicklung (BBCH-Makrostadium 1), die Triebentwicklung (BBCH-Makrostadium
3), das Erscheinen der Bliitenstinde (BBCH-Makrostadium 5), die Bliite (BBCH-
Makrostadium 6), die Fruchtentwicklung (BBCH-Makrostadium 7), die Abreife (BBCH-
Makrostadium 8) und die Seneszenz (BBCH-Makrostadium 9) dargelegt. Dem Makrostadium
4 kommt in dieser Darstellung keine Beachtung zu. Die Mikrostadien definieren die
Makrostadien praziser. Bei den Makrostadien 5 bis 8 erganzen Cumplido-Marin et al. (2020)
neben den Mikrostadien zusatzlich die Mesostadien. Diese Ziffern werden zwischen dem

Makrostadium und dem Mikrostadium eingefiigt und beschreiben mit den Ziffern 0 und 1 das
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Entwicklungsgeschehen am Hauptspross sowie das Wachstum der Seitensprosse mit den

Zitfern 2 bis 9. Die Seitensprosse werden hier mit der 2. bis n. Ordnung abgebildet [7,55,61].

Hintergrund dieses Projektes war die Ernteempfehlung als festen Biobrennstoff fiir die
Biogasproduktion. Als Erntezeitfenster werden hier ab dem zweiten Standjahr das BBCH-

Stadium 69 , Ende der Bliite” oder BBCH Stadium 81 , Beginn der Samenreife” vorgesehen [7].

Das natiirliche Verbreitungsgebiet von Silphium spp. liegt in der Ostlichen Halfte
Nordamerikas [5,41,62] und erstreckt sich {iber verschiedene geographische Zonen. Durch
evolutiondre Prozesse wahrend der Ausbreitung der Art, liegt vermutlich eine grofie
genetische Varianz vor [63,64]. Entsprechend ist davon auszugehen, dass sich verschiedene
Silphium-Akzessionen auch phanotypisch voneinander unterscheiden [65]. So zeigen diese
unterschiedliche Ausprdagungen in der Triebbildung, der Erscheinung der Blatter, der
Bliitenausbildung und der stofflichen Zusammensetzung und dem Seneszenzverhalten,
sodass unterschiedliche optimale Nutzungsformen je nach Akzession und Erntetermin
divergieren konnen [37,58]. Nach Wever et al. (2019) ist eine Akzession als eine Population

von einem geografisch bestimmten Standort definiert [58].

Legt man diese Definition zugrunde, ist durch die Wahl unterschiedlicher Akzessionen, die
geographisch moglichst weit auseinanderliegender Akzessionen sichergestellt, dass der
Verwandtschaftsgrad der untersuchten Akzessionen moglichst gering ist und so ein grofies
genetisches Spektrum innerhalb der Art abgebildet werden kann. Fiir eine Beschreibung der
Entwicklungskinetiken unterschiedlicher Wildtypen von wenig bzw. nicht domestizierten
Pflanzen ist eine breit aufgestellte Auswahl an Akzessionen von grofier Bedeutung. Hierzu
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine entwicklungskinetische Beschreibung von
Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium vorgenommen.

Im Folgenden soll eine Uberarbeitung der nach Cumplido-Marin et al. (2020) erstellten BBCH-
Skala fiir Silphium perfoliatum ausgearbeitet und eine Adaption an Silphium integrifolium

durchgefiihrt werden [7].
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2.1 Forschungshypothesen

Hypothese 1

Aufgrund festgestellter phanotypischer Unterschiede unterschiedlicher Silphium perfoliatum-
Akzessionen in vorangegangenen Studien [37,58], ist es naheliegend, dass auch die eigentliche
Pflanzenentwicklung Unterscheide aufweist. Ebenso ldsst sich diese These auf Silphium
integrifolium tiibertragen. Etwaige Unterschiede liegen im Etablierungsjahr wie auch im
zweiten Jahr der Entwicklung vor und lassen sich an den untersuchten Akzessionen der

entsprechenden Arten erkennen.

Hypothese 2
Trotz der in Hypothese 1 beschriebenen Entwicklungsunterschiede zwischen den
untersuchten Akzessionen von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium lassen sich die

zentralen Entwicklungsschritte beider Arten vergleichen und in einer BBCH-Skala vereinen.

Hypothese 3
Aufgrund unterschiedlicher Entwicklungskinetiken der untersuchten Arten lassen sich
unterschiedliche optimale Erntezeitpunkte fiir die jeweilige Akzession und

Nutzungsbestimmung definieren.
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2.2 Material und Methoden

Der Feldversuch befindet sich in Nordrhein-Westfalen zwischen Meckenheim und Rheinbach
nahe der Bundesstadt Bonn. Der Campus Klein-Altendorf ist eine Lehr- und
Forschungsstation der Rheinischen-Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn und liegt auf einer
Hohe von ca. 180 m iiber NN in der Niederrheinischen Bucht. Der vorherrschende Bodentyp
auf der Hauptterrasse des Rheins ist eine Parabraunerde, die aus L6f3 schwach erodiert ist. Mit
einer Bodenzahl von 85 bis 90 gilt der Standort als hervorragend fiir den Ackerbau [66]. Die
durchschnittlichen Jahresniederschldge der Jahre 1956 bis 2014 am Standort Campus Klein-
Altendorf betrugen im langjahrigen Mittel 603 mm. Die Jahresmitteltemperatur lag im
gleichen Zeitraum bei 9,4 °C, wodurch sich eine durchschnittliche Vegetationsperiode von 165

bis 170 Tagen ergibt [67].
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Abbildung 1 - Klimatische Bedingungen iiber den Versuchszeitraum von April 2020 bis November 2021

Die allgemeinen durchschnittlichen klimatischen Bedingungen sind durch eine
Durchschnittstemperatur von 9,6 °C und einen Jahresniederschlag von 603 mm
gekennzeichnet. Abbildung 1 zeigt die monatlichen Durchschnittstemperaturen und die
entsprechenden Gesamtniederschladge tiber den Versuchszeitraum. Die
Durchschnittstemperatur im Jahr der Versuchsetablierung (2020) betrug 11,5 °C. Die
Niederschlagsmenge betrug 492 mm. Im zweiten Versuchsjahr (2021) betrug die
Durchschnittstemperatur 9,8 °C und die Niederschlagsmenge war mit 788 mm

iiberdurchschnittlich hoch [67]. Das tiberdurchschnittlich hohe Niederschlagsaufkommen
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erklart sich durch das Auftreten der Jahrhundertflut am 14. Juli 2022, welche grofite Schaden
in der nahegelegenen Eifel und dem Bergischen Land verursachte. Der Versuch wurde durch

dieses Starkregenereignis nicht negativ beeinflusst.

2.2.1 Versuchsaufbau

Es wurden jeweils zwei Akzessionen von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium
verwendet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Akzessionen geografisch moglichst
unterschiedlich sind und eine moglichst grofie genetische Varianz aufweisen. 36 Pflanzen pro
Akzession wurden in einer 6x6 Pflanzen umfassenden Versuchsparzelle ausgesaht. Die
Pflanzen wurden in einer Pflanzdichte von vier Pflanzen pro Quadratmeter iiber den Versuch
hinweg kultiviert. Dazu wurden die Samen im Vorfeld mit einer 0,05 prozentigen
Gibberellinsdaure (GAs)-Losung fiir 12 Stunden bei 4 °C behandelt, um die Keimung zu
katalysieren [28]. Um zu vermeiden, dass aufgrund nicht hinreichender Keimung Pflanzplatze
innerhalb des Versuchs aufgrund unzureichender Keimrate leerstehen, wurden fiinf Samen
der entsprechenden Akzession in jeder Pflanzparzelle ausgesdt. Sobald die Keimung
abgeschlossen war und die Keimblétter vollstandig ausgebildet waren, wurden tiberschiissige
Pflanzen mechanisch entfernt.

Tabelle 1 - Fundorte der natiirlichen Habitate der Akzessionen von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium fiir

diesen Versuch. (* Urspriingliche Herkunft der Akzession. Eine Pridomestizierung wurde am Land Institut in Salina, KS,

USA, durchgefiihrt).

Akzessionsname Accessionsbeschreibung Breitengrad (N) Langengrad (O)

SPS Silphium perfoliatum stidlich 32.203 -89.254

SPN Silphium perfoliatum ndrdlich 41.857 -86.590

Sii Silphium integrifolium var. 41.776 -86.404
integrifolium

Sil Silphium integrifolium var. laeve 39.106* -96.576*

Fiir die Untersuchung von Silphium perfoliatum wurden eine Akzession aus dem siidlichen
(SPS) und eine aus dem nordlichen Teil (SPN) des natiirlichen Verbreitungsgebiets
herangezogen. Zur Bewertung der Entwicklung von Silphium integrifolium wurden eine
Akzession aus dem westlichen Teil des natiirlichen Verbreitungsgebiets (Sii) und eine aus dem

siidlichen Teil des natiirlichen Verbreitungsgebiets stammende, pradomestizierte Akzession
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(Sil) verwendet. Das Saatgut fiir diesen Versuch wurde in Populationen am Campus Klein-
Altendorf (SPN und SPS), dem botanischen Garten der Universitat Diisseldorf (Sii) und dem

Land Institute in Salina (KS), USA (Sil) hergestellt.

Zur Vermeidung von Randeffekten und Konkurrenz zwischen den Parzellen wurde ein
zusatzlicher zweireihiger Rand der jeweiligen Akzession um die gesamte Versuchsparzelle
sowie zwischen den Akzessionen angelegt, um mogliche Verdrangungseffekte aufgrund

unterschiedlicher Konkurrenzkrafte zu reduzieren [68].

Wiahrend der Etablierungsphase war eine Bewdsserung erforderlich. Manuelle
Beikrautregulierungsmafinahmen wurden im ersten Jahr sowie zu Beginn des zweiten Jahres
durchgefiihrt. Zu Beginn jeder Vegetationsphase wurden 50 kg N/ha als Erhaltungsdiingung
gegeben.
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2.2.2 Hilfestellung fiir die Chronologie der Ereignisse

Bei der Auswertung dieses Versuchs wurden alle zeitlichen Angaben relativ zum
Aussaattermin gemacht. Um diese Informationen in einen zeitlichen Kontext stellen zu
konnen, zeigt Tabelle 2 zeitliche Ubersetzungen zum Tag des Jahres, des Julianischen

Kalenders und zu den Ereignissen im Feldversuch.

Tabelle 2 - Zeitlicher Uberblick iiber den Versuchszeitraum in Relation zum Julianischen Datum und Beginn der

unterschiedlichen Entwicklungsphasen von Silphium spp

Tage nach Aussaat (TnA) Datum Entwicklungsphasen
5 0 22. April 2020 Aussaat
.J:i 34 26. Mai 2020 Rosettenentwicklung
%D 111 11. August 2020 Triebentwicklung
%:j 146 15. September 2020 Generative Phase
& 195 3. November 2020 Seneszenz

265 3. Januar 2021 Rosettenentwicklung
:_:‘; 376 3. Mai 2021 Triebentwicklung
g 426 22. Juni 2021 Generative Phase
E 502 6. September 2021 Seneszenz

580 23. November 2021 Ende des Feldversuchs

2.2.3 Beschreibung der Keimung

Um die Keimung der Pflanzen zu beschreiben, wurden Samen der untersuchten Akzessionen
aus dem Feldversuch in einer fiir diesen Versuch entwickelten Rhizotron-Anlage untersucht.
Hierzu wurden Petrischalen eines Durchmessers von 12 cm zur Halfte mit Boden aus dem
Feldversuch gefiillt. Anschlieflend wurden Samen der jeweiligen Akzession so platziert, dass
diese Deckelseitig zu beobachten waren. AnschliefSfend wurden die Petrischalen umgedreht
und in einem Winkel von 60° in einem Pflanzenschrank kultiviert. Dies ermdglichte eine
genaue und nicht-invasive Methode zur Beschreibung der Samenkeimung und der

Wurzelentwicklung von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium.

Hierfiir wurden die klimatischen Bedingungen (Tageslinge und Temperaturprofil) des
Feldversuchs wahrend der Keimung in einem Pflanzenschrank nachgebildet. Je nach Bedarf
wurde Feuchtigkeit zugefiihrt. Von jeder Akzession wurden fiinfzig Samen ausgesaht, die im

Vorfeld einer zwdlfstiindigen Behandlung in einer GAs-Losung (0,05%) bei 4 °C nach
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Gansberger et al. (2017) — &dquivalent zum Vorgehen im Rahmen der Etablierung des

Feldversuchs — unterzogen wurden [28].

2.2.4 Datenerhebung
Die Daten aus dem Keimungsversuch in den Rhizotronen wurden {iber einen Zeitraum von
30 Tagen gesammelt. Innerhalb des Keimungsstadiums wurden verschiedene morphologische

Entwicklungsschritte erfasst.

Der Datenerfassungszeitraum des Feldversuchs erstreckte sich vom 26. Mai 2020 (34 Tage nach
Aussaat (TnA)) bis zum 23. November 2021 (580 TnA), wobei die Entwicklung der Pflanzen
wochentlich dokumentiert wurde. Das vegetative Wachstum bezog sich auf die Zahlung der
Nodien sowohl an der Rosette als auch am Spross. Dabei galt das Nodium als voll entwickelt,
sobald die entsprechenden Blatter vollstandig ausgebildet waren. Die entsprechenden Daten
wurden an einem vorab ausgewdhlten Trieb jeder Pflanze erhoben. Diese Auswahl erfolgte zu
Beginn der jeweiligen Vegetationsperiode und wurde wahrend des Versuchszeitraums nicht
verandert. Im Folgenden wird dieser Trieb als Haupttrieb bezeichnet. Es wurde immer das
letzte voll entwickelte Nodium erfasst. Die Zdhlungen der Nodien wurde kontinuierlich
durchgefiihrt, so dass fiir die Auswertung eine kumulative Nodienzdhlung von
Rosettennodien und Sprossnodien verwendet wurde, um eine Vernachldssigung von
Nodienverschiebungseffekten zu vermeiden, wie von Kadereit et al. (2014) beschrieben [69].
Das generative Wachstum wurde in Form einer rangweisen Bewertung von voll entwickelten
Knospen (vollstandig verlangerter Knospenstiel aller Knospen des entsprechenden Ranges)
und Bliiten (erste vollstindige Bestdaubbarkeit aller Bliiten des entsprechenden Ranges) sowie
der Samenentwicklung (Samenfiillung in allen Bliiten des entsprechenden Ranges
abgeschlossen, Samenschale noch griin) und deren Reife (braune und trockene Samen in den
Bliiten des entsprechenden Ranges) erfasst. Zusatzlich wurde der Zeitpunkt des Ausfallens
der Samen aus der Bliite dokumentiert. Das jeweilige Stadium galt als erreicht, sobald der
jeweilige Rang es vollstindig abgeschlossen hatte. Zum Ende beider Vegetationsperioden
wurde die fortschreitende Seneszenz der Pflanzen in Prozenten erfasst. Der Versuch wurde

nach Abschluss der zweiten Vegetationsphase (580 TnA) beendet.

Uber die Dauer der generativen Phase hinweg wurden stetig reprasentative abgereifte Bliiten
der entsprechenden Range geerntet. Anschlieflend wurden die Samen den Bliiten entnommen,

gezdahlt und gewogen. Durch Annaherung der pro Bliitenrang gebildeten Bliitenanzahl
17



wurden die durchschnittlichen Samenertriage pro Hektar errechnet. Fiir die Anzahl N der

gebildeten Bliiten pro Rang gilt
N =2%1,
wobei der Exponent x die Nummerierung des jeweiligen Bliitenranges definiert.

Nach 596 TnA wurde eine Ernte der oberirdischen Biomasse vorgenommen und die Anzahl
der gebildeten Triebe festgestellt. Hierzu wurden die Frischmassen der Einzelpflanzen
dokumentiert. Zusétzlich wurde eine Bestimmung der Trockensubstanz jeder Einzelpflanze
durch einen Trocknungsvorgang zweier Triebe jeder Pflanze durchgefiihrt. Hierzu wurden
entsprechende Proben hergestellt, eingewogen und bei 105 °C fiir 48 Stunden getrocknet.
Durch eine anschliefende Dokumentation der verbliebenen Gewichte der unterschiedlichen

Proben, wurden die jeweiligen zu erwartenden Hektarertrage berechnet.

2.2.5 Datenverarbeitung

Die Daten fiir jedes Entwicklungsstadium wurden iiber die jeweilige Akzession kumuliert und
in Form von Heatmaps dargestellt. Ein innerartlicher Vergleich wurde zwischen den beiden
Arten Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium separat durchgefiihrt. Auflerdem wurde
die interspezifische Entwicklungskinetik ausgewertet. Sobald eine relative Haufigkeit
innerhalb eines Entwicklungsmerkmals ein Maximum erreicht hatte, wurde auf eine

fortlaufende Darstellung verzichtet.

Die statistischen Berechnungen basieren auf einem Konfidenzniveau von 95 %. Homogene

Untergruppen wurden mittels des Tukey-Tests (Post-hoc-Test) ermittelt.
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2.3 Ergebnisse

Die Ergebnisse des Versuchs beschreiben die Entwicklung der untersuchten Akzessionen von
Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte
chronologisch und lasst sich in das Etablierungsjahr und das zweite Jahr der Entwicklung
unterteilen. Die jeweils auftretenden Entwicklungsschritte mit den zugehorigen relativen
Haufigkeiten sind in Heatmaps dargestellt. Dariiber hinaus wurden statistisch signifikante

Entwicklungsunterschiede im intraspezifischen Vergleich herausgearbeitet.

2.3.1 Etablierungsjahr

2.3.1.1 Keimung
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Abbildung 2 - Heatmap der Keimverhalten von Silphium perfoliatum (SP) und Silphium integrifolium (SI) in einem
Rhizotronsystem iiber einen Zeitraum von 30 Tagen. Die Heatmap SP zeigt das Keimverhalten der beiden Akzessionen
Silphium perfoliatum (SPN und SPS); die Heatmap SI zeigt das Aquivalent der beiden Akzessionen von Silphium
integrifolium (Sii und Sil); (n=50). Die Intensitit der Firbung zeigt die jeweilige relative Hiufigkeit (0-100%) der
vollstindigen Ausprigung des entsprechenden Merkmals. Nach Erreichen des maximalen Entwicklungsgrades wird der
Merkmalswert nicht mehr dargestellt. Die klimatischen Bedingungen wurden dem entsprechenden Klima im Feldversuch

angepasst. Die gestrichelten Linien dienen als Orientierungshilfe.

Das Auftreten der verschiedenen Entwicklungsschritte fiir die ersten 30 Tage der Keimung ist
in Abbildung 2 dargestellt. Um die unterirdischen Entwicklungsschritte verfolgen zu kénnen,
wurde die Keimung in einem zusatzlichen Versuch unter simulierten Feldbedingungen in
einem Pflanzenschrank separat durchgefiihrt. Zu Beginn zeigen beide Akzessionen beider
Arten eine Samenquellung. Sieben Tage nach Aussaat (TnA) zeigen die ersten Samen von Sil

den Keimbeginn, wihrend die anderen Akzessionen zwei bis drei Tage spater zu keimen
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beginnen. Die anderen Entwicklungsmerkmale zeigen das gleiche Muster. Die Verlangerung
der Keimwurzel, das Durchbrechen der Samenschale, das Durchbrechen der Bodenoberflache
sowie die Entwicklung der Keimblatter treten bei Sil im Durchschnitt drei Tage friiher auf.
Auflerdem fallt auf, dass die Keimung von Silphium perfoliatum innerartlich in der spéteren
Phase des Versuchszeitraums eine hohere Varianz aufweist als die von Silphium integrifolium.
Es ist festzustellen, dass bei einem bestimmten Anteil der jungen Keimlinge die Entwicklung
wihrend des Durchbruchs der Samenschale bzw. des Durchbruchs der Bodenoberflache
stagniert. Aufierdem zeigt sich bei allen Akzessionen ein gewisser Prozentsatz von Samen, die
nicht {iber das Stadium des Samenquellens hinauskommen (SPS: 16 %; SPN: 36 %; Sii: 22 %;
Sil: 10 %).

Nach 28 TnA des Versuchs erreichen die untersuchten Akzessionen die maximale

Keimungsrate (SPS: 52%; SPN: 42%; Sii: 54%; Sil: 70%).

2.3.1.2 Rosettenentwicklung
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Abbildung 3 - Heatmap der Rosettennodienentwicklung im Jahr der Etablierung von Silphium perfoliatum (SP) und Silphium
integrifolium (SI) von 34 bis 244 Tagen nach Aussaat. Die Heatmap SP zeigt die Rosettenentwicklung im ersten Jahr beider
Akzessionen von Silphium perfoliatum (SPN und SPS); die Heatmap SI zeigt das Aquivalent der beiden Akzessionen von
Silphium integrifolium (Sii und Sil); (n = 36). Die Intensitit der Firbung zeigt die jeweilige relative Hiufigkeit (0-100%) der
vollstindig entwickelten Rosettennodien. Nach Erreichen des maximalen Entwicklungsgrades wird der Merkmalswert nicht
mehr dargestellt. Die sternformigen Markierungen weisen auf einen signifikanten Unterschied in der durchschnittlichen
Anzahl der Nodien zwischen den dargestellten Akzessionen zum jeweiligen Zeitpunkt hin, mit einem Konfidenzniveau von

95 %. Die gestrichelten Linien dienen als Orientierungshilfe.

Die Entwicklung der Rosette von Silphium perfoliatum (SP) und Silphium integrifolium (SI) im

ersten Jahr nach der Aussaat ist in Abbildung 3 dargestellt. Im Allgemeinen entwickelt sich
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Silphium integrifolium etwas verfriiht im Vergleich zu Silphium perfoliatum. Sil bildet maximal
20, Sii, SPS und SPN 14 Nodien. Die Entwicklung der einzelnen Pflanzen jeder Akzession wird

mit der Zeit heterogener.

Bei Silphium perfoliatum verlauft die Entwicklung beider Akzessionen dhnlich. SPN ist zeitlich
inhomogener als SPS, sodass die maximale Haufigkeit der einzelnen vollentwickelten
Rosettennodien spéter erreicht wird. An zwei Terminen (139 und 160 TnA) kann ein
signifikanter Unterschied in der durchschnittlichen Anzahl der Nodien zwischen den SPN-
und SPS-Akzessionen festgestellt werden. Aufgrund der relativ hohen p-Werte (p = 0,041) zu
diesen Zeitpunkten und keiner weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den
untersuchten Akzessionen ladsst sich kein Muster erkennen, sodass von einem zufélligen

signifikanten Unterschied ausgegangen werden kann.

Die untersuchten Akzessionen von Silphium integrifolium zeigen, aquivalent zu Silphium
perfoliatum, einen d@hnlichen Verlauf in der ersten Halfte der Wachstumsperiode, mit einigen
signifikanten Unterschieden zu Beginn des Pflanzenwachstums. Die Entwicklung von Sii
stagniert fast vollstindig nach 125 TnA mit einem Maximum von 14 Nodien. In der zweiten
Halfte des Entwicklungsverlaufs zeigt Sil eine fortschreitende Nodienbildung, die sich von Sii
immer weiter entfernte. Nach 125 TnA weist Sii durchschnittlich 10,26 + 1,42 und Sil 10,91 +
1,81 gebildete Nodien auf (p =0,016). Nach 216 TnA gibt es keine Verdanderung bei Sii, wahrend
Sil sich weiterentwickelte und durchschnittlich 15,06 + 4,53 Nodien bildet, wodurch der
Unterschied zwischen den untersuchten Akzessionen signifikanter wird (p= 2 x 10-%). Im
Vergleich dazu zeigt Silphium perfoliatum durchschnittlich 7,52 + 0,93 nach 126 TnA und 11,31
+ 2,66 Nodien nach 216 TnA.
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2.3.1.3 Triebentwicklung
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Abbildung 4 - Heatmap der Sprossnodienentwicklung von Silphium perfoliatum (SP) und Silphium integrifolium (SI) von
111 bis 265 Tagen nach Aussaat. Heatmap SP zeigt die Triebentwicklung des ersten Jahres beider Akzessionen von Silphium
perfoliatum (SPN und SPS); Heatmap SI zeigt das Aquivalent beider Akzessionen von Silphium integrifolium (Sii und Sil);
(n=236). Die Intensitit der Firbung zeigt die jeweilige relative Hiufigkeit (0-100%) der vollstindig entwickelten Triebnodien.
Nach Erreichen des maximalen Entwicklungsgrades wird der Merkmalswert nicht mehr dargestellt. Die sternformigen
Markierungen weisen auf einen signifikanten Unterschied in der durchschnittlichen Anzahl der Nodien zwischen den
dargestellten Akzessionen zum jeweiligen Zeitpunkt hin, mit einem Konfidenzintervall von 95 %. Die gestrichelten Linien

dienen als Orientierungshilfe.

Das Triebwachstum im Jahr der Etablierung ist in Abbildung 4 dargestellt, die mit der
fortlaufenden Nummerierung von Abbildung 3 aufgetragen ist. Im Allgemeinen zeigt
Silphium integrifolium ein deutlich fritheres Triebwachstum als Silphium perfoliatum. Bei
Silphium integrifolium kann das erste Triebnodium nach 118 TnA und bei Silphium perfoliatum
nach 139 TnA nachgewiesen werden. Silphium perfoliatum zeigt in der Akzession SPS eine
geringe Tendenz zur Sprossbildung, da 22 % der Pflanzen im ersten Jahr rudimentares
Sprosswachstum entwickeln. Bei SPN zeigt sich keine Sprossbildung. Silphium integrifolium
zeigt in beiden Akzessionen eine Sprossbildung. Bei Sii entwickeln 25 % der Pflanzen 25

kumulative Triebnodien; Sil erreicht 27 kumulative Triebnodien bei etwa 3 % der Pflanzen
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nach einem Versuchszeitraum von 265 TnA. Die untersuchten Akzessionen von Silphium
perfoliatum zeigen zum ersten Mal nach 160 TnA einen signifikanten Unterschied. SPS hat zu
diesem Zeitpunkt durchschnittlich 1,06 (p = 0,038), wahrend SPN keine Sprossnodien bildet.
Die untersuchten Akzessionen von Silphium perfoliatum weisen zum ersten Mal nach 160 TnA
einen signifikanten Unterschied auf. SPS hat zu diesem Zeitpunkt durchschnittlich 1,06 + 2,14
(p = 0,038), wahrend SPN keine Sprossnodien bildet. Im Laufe der Zeit setzt sich die
Entwicklung der Sprossnodien bei SPS fort, so dass nach 265 TnA durchschnittlich 1,82 + 3,43
Sprossnodien gebildet worden sind und ein signifikanter Anstieg (p = 0,015) zu verzeichnen
ist. Die untersuchten Akzessionen von Silphium integrifolium zeigen einen signifikanten
Unterschied in der durchschnittlichen Anzahl der Sprossnodien zu Beginn der
Sprossentwicklung. Nach 160 TnA hat Sii durchschnittlich 10,66 + 4,57 und Sil 3,31 + 5,8
Triebnodien entwickelt (p = 4,1 x 107). Nach 265 TnA hat Sii im Durchschnitt 12,81 + 5,33 und
Sil 4,63 + 6,99 Triebnodien gebildet. Der p-Wert steigt zu diesem Zeitpunkt geringfiigig auf
p=17x10¢.

2.3.1.4 Generative Phase
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Abbildung 5 - Heatmap des Zeitraums der generativen Entwicklung von Silphium perfoliatum (SP) und Silphium
integrifolium (SI) von 146 bis 307 Tagen nach Aussaat. Die Heatmap SP zeigt die generative Entwicklung des ersten Jahres
der beiden Akzessionen von Silphium perfoliatum (SPN und SPS); die Heatmap SI zeigt das Aquivalent der beiden
Akzessionen von Silphium integrifolium (Sii und Sil), unterteilt in Knospenbildung, Bliite und Samenfiillung. (n = 36). Die
Intensitit der Firbung zeigt die jeweilige relative Hiufigkeit (0-100%) des abgeschlossenen Entwicklungsstadiums. Nach
Erreichen des maximalen Entwicklungsstandes wird der Merkmalswert nicht mehr dargestellt. Die sternformigen
Markierungen weisen auf einen signifikanten Unterschied zwischen den erreichten Merkmalen der generativen Entwicklung

zwischen den gezeigten Akzessionen zum jeweiligen Zeitpunkt mit einem Konfidenzintervall von 95 % hin.

Die generative Entwicklung im Jahr der Etablierung ist in Abbildung 5 dargestellt. Silphium
perfoliatum zeigt im ersten Jahr der Entwicklung ein stark reduziertes generatives Wachstum.
SPS zeigt die erste rudimentdre Knospenentwicklung nach 174 TnA. Nach 209 TnA sind bei

11 % der Pflanzen Knospen ersten Ranges gebildet. Ab diesem Zeitpunkt gibt es einen

23



signifikanten Unterschied zwischen SPS und SPN (p = 0,04). Weiteres generatives Wachstum

wurde bei Silphium perfoliatum nicht festgestellt.

Silphium integrifolium erreicht bei beiden untersuchten Akzessionen generatives Wachstum.
Beide Varianten zeigen 146 TnA erste Knospen des ersten Ranges. Bei Sil zeigen 14 % der
Pflanzen Knospenbildung im ersten und 9 % im zweiten Rang. Ein dhnliches Muster ergibt
sich bei der Bliitenbildung. Die Samentfiillung im ersten und zweiten Bliitenrang ist bei 6 %
bzw. 3 % der Pflanzen abgeschlossen. Eine Knospenentwicklung ersten Ranges wird in Sii bei
62 % der Pflanzen und bei 34 % des zweiten Ranges erreicht. Die Bliite wird im ersten Rang
bei 50 % der Pflanzen erreicht. Im zweiten Rang erreichen 34 % der Pflanzen dieses Stadium.
Die vollstandige Samenfiillung erfolgt bei 21 % der untersuchten Pflanzen im ersten Rang und
bei 3 % im zweiten Rang in Sii. Die ersten signifikanten Unterschiede in der Knospenbildung
werden nach 167 TnA festgestellt. Zu diesem Zeitpunkt haben die Sii im Durchschnitt 0,47 +
0,55 und die Sil 0,14 + 0,35 Knospenrdnge ausgebildet (p = 0,003). Nach Abschluss der
Knospenentwicklung 202 TnA werden durchschnittlich 0,86 + 0,85 und 0,22 + 0,58
Knospenrange von Sii bzw. Sil gebildet. Der Unterschied zu diesem Zeitpunkt hat ebenfalls
einen hochsignifikanten p-Wert von p =5 x 10 Erste signifikante Unterschiede in Bezug auf
die Bliitenbildung sind 195 TnA zu erkennen. Zu diesem Zeitpunkt sind durchschnittlich 0,28
+ 0,45 bei Sii und 0,06 + 0,23 bei Sil Bliitenstande gebildet (p = 0,011). Nach Abschluss der
Bliitenbildung nach 251 TnA sind immer noch signifikante Unterschiede zwischen den
untersuchten Akzessionen mit einem p-Wert von 0,0016 vorhanden. Zu diesem Zeitpunkt sind
im Durchschnitt 0,75 + 0,89 und 0,17 + 0,55 blithende Range in Sii bzw. Sil ausgebildet. Erste
signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Akzessionen sind 258 TnA vorhanden.
Zu diesem Zeitpunkt weist Sii durchschnittlich 0,19 + 0,46 gefiillte Samenrange pro Pflanze
bzw. 0,06 + 0,23 in Sil auf. Zu diesem Zeitpunkt zeigt sich ein p-Wert von 0,0016, der sich im

weiteren Zeitverlauf nicht mehr andert.

Die Samenreife trat bei keiner Akzession ein.

24



2.3.1.5 Seneszenz
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Abbildung 6 - Heatmap des Verlaufs der Seneszenz von Silphium perfoliatum (SP) und Silphium integrifolium (SI) von 195
bis 307 Tagen nach Aussaat. Die Heatmap SP zeigt den Seneszenzverlauf der beiden Akzessionen von Silphium perfoliatum
(SPN und SPS) des ersten Jahres; die Heatmap SI zeigt das Aquivalent der beiden Akzessionen von Silphium integrifolium
(Sii und Sil); (n = 36). Die Intensitit der Firbung zeigt die jeweilige relative Hiufigkeit (0-100%) der verschiedenen
Seneszenzstufen. Nach Erreichen des maximalen Entwicklungsniveaus wird der Merkmalswert nicht mehr dargestellt. Die
sternformigen Markierungen zeigen einen signifikanten Unterschied in der durchschnittlichen Grad der Seneszenz zwischen
den gezeigten Akzessionen zum jeweiligen Zeitpunkt an, mit einem Konfidenzintervall von 95 %. Die gestrichelten Linien

dienen als Orientierungshilfe.

Der Verlauf der Seneszenz am Ende der Vegetationsphase des ersten Jahres wurde in
Abbildung 6 dargestellt. Die Seneszenz der untersuchten Pflanzen wurde erstmals 195 TnA
festgestellt. Die untersuchten Akzessionen von Silphium perfoliatum zeigen einen zeitlichen
Versatz, so dass der Seneszenzprozess bei SPN nach 300 TnA endet. SPS erreicht die
vollstandige Seneszenz bei 81 % der untersuchten Pflanzen nach 307 TnA. Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum zeigen die Silphium perfoliatum Akzessionen einen signifikanten

Unterschied mit einem durchschnittlichen p-Wert von 0,003.

Der Verlauf der Seneszenz von Silphium integrifolium ist in Bezug auf die beiden untersuchten
Akzessionen homolog. Die vollstindige Entwicklung der Seneszenz tritt bei Sii nach 307 TnA
und bei Sil nach 300 TnA ein. In der ersten Halfte des Beobachtungszeitraums gibt es
signifikante Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Akzessionen. So zeigt Sii 195
TnA eine durchschnittliche Seneszenz von 11,94% + 3,95% und Sil 16,7% + 0,7% mit einem p-
Wert von 9,6 x 104. Im weiteren Verlauf werden die Unterschiede zwischen den Akzessionen
geringer. So liegt nach 244 TnA die durchschnittliche Seneszenz fiir Sii bei 65,83% + 15,7% und

fiir Sil bei 75,28% + 17,56%, mit einem resultierenden p-Wert von 0,0204.
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2.3.2 Zweites Jahr der Entwicklung

2.3.2.1 Rosettenentwicklung
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Abbildung 7 - Heatmap des Verlaufs der Rosettennodienentwicklung von Silphium perfoliatum (SP) und Silphium
integrifolium (SI) von 265 bis 384 Tagen nach Aussaat. Die Heatmap SP zeigt die Rosettenentwicklung beider Akzessionen
von Silphium perfoliatum (SPN und SPS) des zweiten Jahres; die Heatmap SI zeigt das Aquivalent der beiden Akzessionen
von Silphium integrifolium (Sii und Sil); (n = 36). Die Intensitit der Firbung zeigt die jeweilige relative Haufigkeit (0-100%)
der vollstindig entwickelten Rosettennodien. Nach Erreichen des maximalen Entwicklungsniveaus wird der Merkmalswert
nicht mehr dargestellt. Die sternformigen Markierungen zeigen einen signifikanten Unterschied in der durchschnittlichen
Anzahl der Nodien zwischen den gezeigten Akzessionen zum jeweiligen Zeitpunkt an, mit einem Konfidenzintervall von 95

%. Die gestrichelten Linien dienen als Orientierungshilfe.

Die Entwicklung der Rosettennodien im zweiten Jahr wurde in Abbildung 7 dargestellt. Der
Wiederaustrieb der untersuchten Pflanzen beginnt 265 TnA. Im Allgemeinen ist die
Entwicklung der Rosettennodien im zweiten Jahr bei Silphium perfoliatum und Silphium
integrifolium analog, da die Rosettenbildung dhnlich verlduft und bei allen Akzessionen nach
376 TnA gleichzeitig beendet wurde. Am Ende des Beobachtungszeitraums (384 TnA) haben
SPS und SPN ein Maximum von 9 bzw. 11 Rosettennodien gebildet. Zum gleichen Zeitpunkt

bilden Sii und Sil maximal 10 bzw. 13 Rosettennodien.

Im zeitlichen Verlauf zeigt Silphium perfoliatum signifikante Unterschiede in der
durchschnittlichen Anzahl der Rosettennodien von 307 TnA bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums (384 TnA). So werden nach 307 TnA durchschnittlich 1,64 + 0,67
Rosettennodien in SPS und durchschnittlich 2,27 + 0,61 Rosettennodien in SPN gebildet. Nach
384 TnA hat SPS im Durchschnitt 6,25 + 1,23 und SPN 7,97 + 1,07 Rosettennodien gebildet.
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Infolgedessen steigt der p-Wert im Laufe der Zeit von urspriinglich 8,5 x 10 auf 0,0037. Die
signifikanten Unterschiede 279 und 386 TnA zeigen kein Muster und sind daher

vernachlassigbar.

Bei Silphium integrifolium verlauft die Entwicklung zwischen den untersuchten Akzessionen
recht homogen. Signifikante Unterschiede zwischen Sii und Sil liegen zwischen 286 TnA und
351 TnA vor. Im Durchschnitt weist Sii nach 286 TnA 0,22 + 0,48 und Sil 0,61 + 0,68 Nodien auf
(p =0,0071). Nach 351 TnA haben sich bei Sii durchschnittlich 4,84 + 0,7 und bei Sil 5,42 + 1,16
Nodien gebildet. Zu diesem Zeitpunkt ergibt sich ein p-Wert von 0,0096. Am Ende des
Beobachtungszeitraums weisen Sii durchschnittlich 7,06 + 1,13 und Sil 8,03 + 1,64

Rosettennodien auf. Zu diesem Zeitpunkt liegt kein signifikanter Unterschied vor.
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2.3.2.2 Triebentwicklung
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Abbildung 8 - Heatmap des Verlaufs der Sprossnodienentwicklung (Haupttrieb) von Silphium perfoliatum (SP) und Silphium
integrifolium (SI) von 376 bis 446 Tagen nach Aussaat. Die Heatmap SP zeigt die Triebentwicklung beider Akzessionen von
Silphium perfoliatum (SPN und SPS) im zweiten Jahr; die Heatmap SI zeigt das Aquivalent der beiden Akzessionen von
Silphium integrifolium (Sii und Sil); (n = 36). Die Intensitit der Firbung zeigt die jeweilige relative Hiufigkeit (0-100%) der
vollstindig entwickelten Sprossnodien. Nach Erreichen des maximalen Entwicklungsgrades wird der Merkmalswert nicht
mehr dargestellt. Die sternformigen Markierungen weisen auf einen signifikanten Unterschied in der durchschnittlichen
Anzahl der Nodien zwischen den dargestellten Akzessionen zum jeweiligen Zeitpunkt hin, mit einem Konfidenzintervall von

95 %. Die gestrichelten Linien dienen als Orientierungshilfe.

Das Triebwachstum im zweiten Entwicklungsjahr ist in Abbildung 8 dargestellt, welches mit
der fortlaufenden Nummerierung von Abbildung 7 aufgetragen wurde. Die betrachteten
Akzessionen von Silphium perfoliatum zeigen einen homologen Entwicklungsverlauf. Die
ersten Triebnodien werden nach 376 TnA sichtbar. Nach 446 TnA werden keine weiteren
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Sprossnodien gebildet. Zu diesem Zeitpunkt erreicht SPN ein Maximum von 17 Sprossnodien,
SPS bildet in der Spitze 16 Sprossnodien. Silphium integrifolium zeigt eine homologe
Anfangsphase der Sprossentwicklung zwischen den beiden Akzessionen, die etwas friiher ist
als die Entwicklung von Silphium perfoliatum. Beide Akzessionen entwickeln das erste
Triebwachstum nach 376 TnA. Ein Maximum von 33 Nodien kann bei Sil nach 446 TnA gezahlt

werden. Zum gleichen Zeitpunkt erreicht Sii bis zu 24 Triebnodien.

Die Sprossentwicklung von Silphium perfoliatum unterliegt bei den untersuchten Akzessionen
sehr grofien Unterschieden. Diese lassen sich erstmals nach 391 TnA feststellen. Zu diesem
Zeitpunkt weist SPS durchschnittlich 2,94 + 0,62 und SPN durchschnittlich 3,72 + 1,1
Triebnodien auf. Dies ergibt einen p-Wert von 5 x 10 Am Ende des Beobachtungszeitraums
bildet SPS durchschnittlich 9,0 + 1,13 und SPN 9,94 + 1,1 Triebnodien, was zu einem p-Wert
von 7,3 x 10 fiithrt. Silphium integrifolium zeigt in der Halfte des Beobachtungszeitraums
sporadische signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Akzessionen, die keinem
Muster zu unterliegen scheinen und vernachldssigbar sind. In der zweiten Halfte des
Triebentwicklungszeitraums gibt es kohérente signifikante Unterschiede zwischen den
untersuchten Akzessionen. So weist Sii nach 412 TnA durchschnittlich 10,64 + 1,75 und Sil 12,2
+ 2,71 Triebnodien auf, was einem p-Wert von 0,0057 entspricht. Nach 446 TnA bildet Sii 16,55
+ 2,33 und Sil 19,64 + 4,39. Dies ergibt einen p-Wert von 0,00046, was einer signifikanten

Zunahme entspricht.
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2.3.2.3 Generative Phase
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Abbildung 9 - Heatmap des Zeitraums der generativen Entwicklung von Silphium perfoliatum (SP) und Silphium
integrifolium (SI) von 426 bis 573 Tagen nach Aussaat. Die Heatmap SP zeigt die generative Entwicklung des ersten Jahres
der beiden Akzessionen von Silphium perfoliatum (SPN und SPS); die Heatmap SI zeigt das Aquivalent der beiden
Akzessionen von Silphium integrifolium (Sii und Sil), unterteilt in Knospenbildung, Bliite und Samenfiillung; (n = 36). Die
Intensitit der Firbung zeigt die jeweilige relative Hiufigkeit (0-100%) des abgeschlossenen Entwicklungsstadiums. Nach
Erreichen des maximalen Entwicklungsstandes wird der Merkmalswert nicht mehr dargestellt. Die sternformigen
Markierungen zeigen einen signifikanten Unterschied zwischen den erreichten Merkmalen der generativen Entwicklung der

gezeigten Akzessionen zum jeweiligen Zeitpunkt, in einem Konfidenzintervall von 95 % an.

Der Verlauf der generativen Entwicklungsphase von Silphium perfoliatum und Silphium
integrifolium, unterteilt in Knospenbildung, Bliitenbildung, Samenfiillung und Samenreife in
rangweiser Darstellung, ist in Abbildung 9 dargestellt. Grundséatzlich zeigen Silphium
perfoliatum und Silphium integrifolium eine generative Phase, in der die einzelnen
Entwicklungsschritte in gegenseitiger Abhéangigkeit aufeinander aufbauen. Im Allgemeinen
war der zeitliche Abstand zwischen der Knospenbildung, der Bliite und der Phase der

Samenfiillung geringer als bei der Samenreife.
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Die Knospenbildung bei Silphium perfoliatum erreicht bis zu 8 Knospenréange bei SPS bzw. bis
zu 6 Knospenreihen bei SPN. Am Ende des Beobachtungszeitraums weisen SPS im
Durchschnitt 6,5 + 0,73 und SPN 5,75 + 0,76 Knospenrédnge auf. Zwischen 440 und 482 TnA
gibt es einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Akzessionen mit einem
durchschnittlichen p-Wert von 9 x 10+ Bei Silphium integrifolium weist Sii am Ende des
Bewertungszeitraums ein Maximum von 8 und Sil ein Maximum von 6 Knospenrangen auf.
Im Durchschnitt werden zu diesem Zeitpunkt 6,72 + 0,61 Knospenréange in Sii und 5,82 +1,19
in Sil gebildet. Mit Ausnahme von 461, 469 und 482 TnA liegen es wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Akzessionen
vor. Da die nicht signifikanten Zeitpunkte kein Muster erkennen lassen, konnen diese

vernachlassigt werden. Es ergibt sich ein durchschnittlicher p-Wert von 0,0032.

Silphium perfoliatum zeigt wahrend der Bliite in SPS bis zu 7 Blithrangen. SPN bliiht in maximal
6 Rangen. Am Ende des Beobachtungszeitraums hat SPS im Durchschnitt 5,43 + 0,72 und SPN
5,22 +0,77 Bliihrange gebildet. Wahrend der Bliitezeit liegt meist ein signifikanter Unterschied
zwischen den untersuchten Akzessionen vor. Bei 497 und 502 TnA ist kein signifikanter
Unterschied vorhanden, was aufgrund der nicht nachweisbaren Muster vernachldssigbar ist.
Der durchschnittliche p-Wert liegt {iber den gesamten Zeitraum bei 0,0035. Die Bliite von
Silphium integrifolium zeigt sich in Sii in bis zu 7 gebildeten Bliithreihen. Sil bliiht in bis zu 6
Rangen. Im Durchschnitt bliiht Sii in 5,65 + 0,64 Blithreihen und Sil in 4,8 + 0,62 Bliihreihen.
Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Akzessionen treten am Ende der Bliite auf,
was darauf zuriickzufiihren ist, dass sich die Bliitenentwicklung bei Sil starker reduziert als

bei Sii. Weitere signifikante Unterschiede lassen sich nicht feststellen.

Die Samenfiillungsphase bei Silphium perfoliatum zeigt ein Maximum von 7 gefiillten
Samenrangen in SPS. Bei SPN sind am Ende des Beobachtungszeitraums bis zu 6 Samenréange
gefiillt. Im Durchschnitt betragt die Anzahl der gefiillten Samenrange in SPS 5,19 + 0,63 und
in SPN 5,22 + (,76. Signifikante Unterschiede mit einem durchschnittlichen p-Wert von 0,0028
sind zwischen den untersuchten Akzessionen wahrend des Beobachtungszeitraums
durchweg vorhanden. Bei Silphium integrifolium werden bis zu 7 und bei Sil bis zu 6
Samenrange gefiillt. Im Durchschnitt liegen 5,5 + 0,66 gefiillte Samenréange bei Sii und 4,72 +
0,64 bei Sil vor. Signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Akzessionen gibt es bei
490, 509 und 516 TnA. Da kein Muster erkennbar ist, kann zu diesem Zeitpunkt davon
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ausgegangen werden, dass die angezeigten signifikanten Unterschiede vernachldssigbar

waren.

Im letzten Teil der generativen Phase zeigt Silphium perfoliatum in SPS bis zu 7 abgereifte
Samenrange. In SPN sind bis zu 6 Samenrange voll ausgereift. Im Durchschnitt sind in SPS
5,47 0,73 und in SPN 5,28 + 0,77 Samenrange voll ausgereift. Zwischen 482 und 552 TnA gibt
es signifikante Unterschiede mit einem durchschnittlichen p-Wert von 9 x 10-¢. Die Abreife der
Samen von Silphium integrifolium zeigt ein Maximum von 7 voll ausgereiften Samenréngen in
Sii und 6 voll ausgereiften Samenréangen in Sil. Im Durchschnitt sind 5,75 + 0,6 und 4,63 + 0,59
Samenrange in Sii bzw. Sil reif. Von 539 bis 573 TnA werden signifikante Unterschiede
zwischen den untersuchten Akzessionen beobachtet. Der durchschnittliche p-Wert liegt bei
0,0025. Ein einzelner signifikanter Unterschied 482 TnA lasst sich aufgrund eines fehlenden

Musters vernachlassigen.
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2.3.2.4 Seneszenz
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Abbildung 10 - Heatmap des Verlaufs der Seneszenz von Silphium perfoliatum (SP) und Silphium integrifolium (SI) von 502
bis 580 Tagen nach Aussaat. Die Heatmap SP zeigt den Seneszenzverlauf beider Akzessionen von Silphium perfoliatum (SPN
und SPS) im zweiten Jahr; die Heatmap SI zeigt das Aquivalent der beiden Akzessionen von Silphium integrifolium (Sii und
Sil); (n=36). Die Intensitit der Firbung zeigt die jeweilige relative Haufigkeit (0-100%) der verschiedenen Seneszenzstufen.
Nach Erreichen des maximalen Entwicklungsniveaus wird der Merkmalswert nicht mehr dargestellt. Die sternformigen
Markierungen zeigen einen signifikanten Unterschied den Grades der Seneszenz zwischen den gezeigten Akzessionen zum

jeweiligen Zeitpunkt in einem Konfidenzintervall von 95 % an. Die gestrichelten Linien dienen als Orientierungshilfe.

Der Verlauf der Seneszenz am Ende der Vegetationsphase des ersten Jahres wurde in
Abbildung 10 dargestellt. Die Erfassung der Seneszenz begann 502 TnA. Im Allgemeinen ist
der Verlauf der Seneszenz bei den beiden Akzessionen von Silphium integrifolium (Sii und Sil)
und SPN vergleichbar. Der Seneszenzprozess von SPS verzogert sich im Laufe des
Beobachtungszeitraums nach dem gleichen Beginn sukzessiv. So wird die vollstandige
Seneszenz bei SPN nach 566 TnA erreicht. Sii und Sil erreichen diesen Zustand bereits nach

560 TnA. SPS ist nach 580 TnA vollstandig seneszent.

Beim intraspezifischen Vergleich zeigen Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium tiber
den grofiten Teil des Beobachtungszeitraums einen signifikanten Unterschied zwischen den
untersuchten Akzessionen. So weist Silphium perfoliatum einen durchschnittlichen p-Wert von
0,0077 und Silphium integrifolium einen p-Wert von 0,013 iiber diesen Zeitraum auf. Am Ende
des Versuchs sind die Unterschiede nicht mehr signifikant, da bei allen Akzessionen eine

vollstandige Seneszenz eingetreten ist.
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2.3.3 BBCH-Codierung der phanologischen Entwicklungsstadien von

Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium

Im Folgenden wurde fiir Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium eine Anpassung der
erhobenen Daten an eine BBCH-Skala nach Hack (1992) und Meier (2018) vorgenommen
[54,55]. Dabei wurden nur die Stadien beriicksichtigt, die auf mehr als 50 % der untersuchten
Pflanzen vorkamen [54]. Dementsprechend werden im Folgenden mdogliche BBCH-Stadien,
die bei beiden Arten vorkommen, mit einer kurzen Beschreibung und den jeweils ermittelten
kumulativen relativen Haufigkeiten dargestellt, um die relevanten Stadien fiir die Erstellung
einer BBCH-Skala der beiden untersuchten Akzessionen jeweils zu definieren. Zusétzlich sind
Abbildungen ausgewdhlter BBCH-Stadien von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium

angefiigt.
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2.3.3.1 Makrostadium 0 — Keimung

Tabelle 3 - BBCH-Makrostadium 0 - Saatgutkeimung. Aktuelle Stadien der verschiedenen Phasen der Samenkeimung mit den

entsprechenden relativen Hiufigkeiten jedes Keimungsmerkmals von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium auf

der Grundlage der gesammelten Daten aus dem Keimungsversuch; (n=72).

Code Beschreibung

SP1.Jahr SI1.Jahr SP2.Jahr SI2.Jahr

0 0 Trockener Samen

0 3  Ende des Samenschwellens

0 5 Keimwurzel sichtbar

0 6 Keimwurzel verlangert

0 7  Samenschalendurchbruch der Keimblatter
0 8 Durchbruch der Bodenoberflache

0 9 Keimblatter voll entwickelt

1.00 1.00 - -
1.00 1.00 - -
0.84 0.90 - -
0.82 0.82 - -
0.64 0.82 - -
0.52 0.76 - -
0.52 0.70 - -

Silphium perfoliatum
BBCH 00

Silphium perfoliatum
BBCH 09

Silphium integrifolium
BBCH 00

Silphium integrifolium
BBCH 09

Abbildung 11 - BBCH-Makrostadium 0 - Illustration von trockenen Samen und jungen Simlingen von Silphium spp.
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2.3.3.2 Makrostadium 1 — Rosettenentwicklung
Tabelle 4 - BBCH-Makrostadium 1 - Blatt- und Rosettenentwicklung. Vorliegende Stadien der Rosettenentwicklung auf der
Basis von Rosettennodien oder Blattpaaren mit den entsprechenden relativen Hiufigkeiten fiir das erste sowie das zweite

Entwicklungsjahr von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium auf der Grundlage der gesammelten Daten aus dem

Feldversuch; (n=72).

Code Beschreibung SP1.Jahr SI1.Jahr SP2.Jahr SI2.]Jahr
1 1 1. Rosettennodium/1. Blattpaar voll entwickelt 1.00 1.00 1.00 1.00
1 2 2. Rosettennodium/2. Blattpaar voll entwickelt 1.00 1.00 1.00 1.00
1 3 3. Rosettennodium/3. Blattpaar voll entwickelt 0.97 1.00 1.00 1.00
1 4 4. Rosettennodium/4. Blattpaar voll entwickelt 0.97 1.00 1.00 1.00
15 5. Rosettennodium/5. Blattpaar voll entwickelt 0.94 1.00 1.00 1.00
1 6 6. Rosettennodium/6. Blattpaar voll entwickelt 0.83 1.00 1.00 1.00
1 7 7. Rosettennodium/7. Blattpaar voll entwickelt 0.63 1.00 0.92 0.83
1 8 8. Rosettennodium/8. Blattpaar voll entwickelt - 1.00 0.67 0.53
109 9. Rosettennodium/9. Blattpaar voll entwickelt - 0.91 - -
19 10. Rosettennodium/10. Blattpaar voll entwickelt - 0.83 - -
109 11. Rosettennodium/11. Blattpaar voll entwickelt - 0.83 - -
109 12. Rosettennodium/12. Blattpaar voll entwickelt - 0.77 - -
19 13. Rosettennodium/13. Blattpaar voll entwickelt - 0.71 - -
109 14. Rosettennodium/14. Blattpaar voll entwickelt - 0.66 - -
109 15. Rosettennodium/15. Blattpaar voll entwickelt - 0.54 - -

¥
f \!
Silphium perfoliatum Silphium perfoliatum Silphium perfoliatum
BBCH 12 (1. year) BBCH 16 (1. year) BBCH 1 3 (2. year)

Silphium integrifolium Silphium integrifolium Silphium integrifolium
BBCH 12 (1. year) BBCH 16 (1. year) BBCH 1 4 (2. year)

Abbildung 12 - BBCH-Makrostadium 1 - Illustration der Rosettenentwicklung von Silphium spp.
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2.3.3.3 Makrostadium 3 — Triebentwicklung

Tabelle 5 - BBCH-Makrostadium 3 - Triebentwicklung (Haupttrieb). Vorliegende Stadien der Triebentwicklung auf der Basis
von Triebnodien bzw. Blattpaaren mit den entsprechenden relativen Hiufigkeiten fiir das erste sowie das zweite
Entwicklungsjahr von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium basierend auf den gesammelten Daten aus dem

Feldversuch; (n=72). Die fortlaufende Nummerierung ist abziiglich der jeweiligen Rosettennodien zu verstehen:

Code  Beschreibung SP1.Jahr SI1.Jahr SP2.Jahr SI2.]Jahr

3 1-x 1. Triebnodium/1. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - - - -

3 2-x 2. Triebnodium/2. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - - - -

3 3-x 3. Triebnodium/3. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - - - -

3 4-x 4. Triebnodium/4. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - - - -

3 5-x 5. Triebnodium/5. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - - 0.67 0.56
3 6-x 6. Triebnodium/6. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - - 0.86 0.92
3 7-x 7. Triebnodium/7. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - - 0.94 1.00
3 8-x 8. Triebnodium/8. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - - 0.97 1.00
3 9-x 9.Triebnodium/9. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - - 1.00 1.00
3 9-x 10. Triebnodium/10. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.57 1.00 1.00
3 9-x 11.Triebnodium/11. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.71 1.00 1.00
3 9-x 12.Triebnodium/12. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.89 1.00 1.00
3 9-x 13.Triebnodium/13. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.89 0.89 1.00
3 9-x 14. Triebnodium/14. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.89 0.61 1.00
3 9-x 15. Triebnodium/15. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.89 - 0.97
3 9-x 16. Triebnodium/16. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.89 - 0.97
3 9-x 17.Triebnodium/17. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.89 - 0.97
3 9-x 18. Triebnodium/18. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.89 - 0.94
3 9-x 19.Triebnodium/19. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.89 - 0.94
3 9-x  20. Triebnodium/20. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.89 - 0.94
3 9-x 21.Triebnodium/21. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.63 - 0.94
3 9-x 22. Triebnodium/22. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.54 - 0.86
3 9-x  23.Triebnodium/23. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - 0.51 - 0.81
3 9-x 24. Triebnodium/24. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - - - 0.75
3 9-x 25. Triebnodium/25. Blattpaar am Trieb voll entwickelt - - - 0.56
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Abbildung 13 - BBCH-Makrostadium 3 - Illustration der Spross- und Blattentwicklung beider Silphium spp.
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2.3.3.4 Makrostadium 5-8 — Generative Phase

Tabelle 6 - BBCH-Makrostadium 5-8 - Generative Entwicklung. Gegenwirtige Stadien der generativen Phase auf der
Grundlage der Knospen- und Bliitenentwicklung sowie der Samenfiillung und -reife mit den entsprechenden relativen

Hiufigkeiten fiir das erste sowie das zweite Entwicklungsjahr von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium. n=72.

Makrostadium 5 - Knospenbildung

Code Beschreibung SP1.Jahr SI1.Jahr SP2.Jahr SI2.Jahr
5 1 1. Rang: Knospe vollstindig entwickelt - 0.63 1.00 1.00
5 2 2.Rang: Knospen vollstandig entwickelt - - 1.00 1.00
5 3 3. Rang: Knospen vollstandig entwickelt - - 1.00 1.00
5 4 4. Rang: Knospen vollstandig entwickelt - - 1.00 1.00
5 5. Rang: Knospen vollstandig entwickelt - - 1.00 1.00
5 6 6. Rang: Knospen vollstandig entwickelt - - 0.94 0.97
5 7 7.Rang: Knospen vollstandig entwickelt - - 0.56 0.69

Makrostadium 6 - Bliite

6 1 1. Rang: Bliite vollstandig entwickelt - 0.50 1.00 0.97
6 2 2. Rang: Bliiten vollstandig entwickelt - - 0.97 0.94
6 3 2. Rang: Bliiten vollstandig entwickelt - - 1.00 1.00
6 4 2. Rang: Bliiten vollstandig entwickelt - - 0.97 1.00
6 2. Rang: Bliiten vollstandig entwickelt - - 0.92 0.97
6 6 2.Rang: Bliiten vollstandig entwickelt - - 0.50 0.61

Makrostadium 7 - Samenfiillung

7 1 1. Rang Samenfiillung vollstandig abgeschlossen - - 1.00 1.00
7 2 2.Rang Samenfiillung vollstandig abgeschlossen - - 1.00 1.00
7 3 3. Rang Samenfiillung vollstandig abgeschlossen - - 1.00 1.00
7 4 4. Rang Samenfiillung vollstandig abgeschlossen - - 1.00 1.00
7 5 5.Rang Samenfiillung vollstdndig abgeschlossen - - 0.92 0.97
7 6  6.Rang Samenfiillung vollstdndig abgeschlossen - - 0.53 0.69

Makrostadium 8 - Samenreife

8 1 1.Rang: Samenreife vollstindig abgeschlossen - - 1.00 1.00
8 2 2. Rang: Samenreife vollstindig abgeschlossen - - 1.00 1.00
8 3 3. Rang: Samenreife vollstindig abgeschlossen - - 1.00 1.00
8 4 4. Rang: Samenreife vollstindig abgeschlossen - - 1.00 1.00
8 5. Rang: Samenreife vollstandig abgeschlossen - - 0.94 0.97
8 6 6. Rang: Samenreife vollstindig abgeschlossen - - 0.53 0.72

39



Da die generative Phase von Silphium perfoliatum oder Silphium integrifolium rangweise und
unabhangig voneinander verschachtelt verlauft, treten mehrere BBCH-Stadien parallel auf. Es

wird daher empfohlen, alle auftretenden BBCH-Stadien zu definieren.

Silphium perfoliatum  Silphium perfoliatum Silphium perfoliatum Silphium perfoliatum
BBCH51 BBCH5 3 BBCH61/53 BBCH 8 1/7 3/5 4

Silphium integrifolium  Silphium integrifolium Silphium integrifolium Silphium integrifolium
BBCH51 BBCH 5 3 BBCH 7 1/6 2/7 4 BBCH 8 1/7 3/5 4

Abbildung 14 - BBCH-Makrostadium 5-8 - Illustration der generativen Entwicklung von Silphium spp.
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2.3.3.5 Makrostadium 9 — Seneszenz

Tabelle 7 - BBCH-Makrostadium 9 - Seneszenz. Vorhandene Stadien der Seneszenz mit den entsprechenden relativen

Hiiufigkeiten fiir das erste sowie das zweite Jahr der Entwicklung von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium; (n =

72).
Code Beschreibung SP1.Jahr SI1.Jahr SP2.Jahr SI2.Jahr
9 1 10 % der iiberirdischen Pflanzenteile sind seneszent 0.97 0.86 - -
2 20 % der tiberirdischen Pflanzenteile sind seneszent 0.89 0.78 1.00 -
3 30 % der tiberirdischen Pflanzenteile sind seneszent 0.75 0.81 0.97 1.00
9 4 40 % der tiberirdischen Pflanzenteile sind seneszent 0.64 0.72 0.61 0.61
9 5 50 % der tiberirdischen Pflanzenteile sind seneszent 0.64 0.75 0.94 0.69
9 6 60 % der tiberirdischen Pflanzenteile sind seneszent 0.64 0.58 0.61 0.60
9 7  Blatter vollstandig seneszent 0.72 0.72 0.78 0.75
9 9 Vollstaindige Seneszenz der iiberirdischen Pflanzenteile 1.00 1.00 1.00 1.00

Silphium perfoliatum Silphium integrifolium
BBCH 99 BBCH 9 9

Abbildung 15 - BBCH-Makrostadium 9 - Illustration der Seneszenz von Silphium spp.

41



2.3.4 Ertragsdaten

Neben der Entwicklungsbeschreibung von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium
wurde eine Erfassung der gebildeten Biomasse wie auch des Samenertrags jeder Pflanze
durchgefiihrt, da diese Ertragsstrukturparameter von grofier Bedeutung fiir die
Inkulturnahme dieser Arten sind und den landwirtschaftlichen Wert der untersuchten
Akzessionen widerspiegelt. Die Darstellung erfolgt Boxplots, da hierbei ein grundlegender

Uberblick iiber die Gesamtheit der Daten gegeben werden kann.

2.3.4.1 Biomasseertrag
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Abbildung 16 - Darstellung der trockenen Biomasseertragsdaten der untersuchten Akzessionen von Silphium perfoliatum
(SPN und SPS) und Silphium integrifolium (Sii und Sil). Die Einschniirung der Boxplots entspricht einem Konfidenzintervall
von 95 %, (n=36).

Die Biomasseertrage der untersuchten Akzessionen werden in Abbildung 16 dargestellt.
Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium verhalten sich hierbei vergleichbar. Uber alle
untersuchten Akzessionen hinweg ergibt sich ein durchschnittlicher Trockensubstanzertrag
von 12,78 Mg + 6,57 Mg pro Hektar. SPS zeigt mit einem Trockenmasseertrag von
durchschnittlich 14,39 Mg + 7,21 Mg pro Hektar. SPN bildet im Mittel 11,83 Mg + 7,39 Mg
Trockensubstanz pro Hektar. Der Trockenmasseertrag von Sii belduft sich auf durchschnittlich

10,65 Mg + 3,72 Mg pro Hektar, wobei Sil einen durchschnittlichen Biomasseertrag von 14,28
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Mg + 6,77 Mg pro Hektar bildet. Eine einfaktorielle Varianzanalyse zeigt keine signifikanten

Unterschiede.
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Abbildung 17 - Darstellung der relativen Trockensubstanzgehalte von Silphium perfoliatum (SPN und SPS) und Silphium

integrifolium Sii und Sil). Die Einschniirung der Boxplots entspricht einem Konfidenzintervall von 95 %, (n = 36).

Der relative Trockensubstanzgehalt gibt Aufschluss iiber die vorliegenden Grade der Abreife
der untersuchten Akzessionen von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium und ist in
Abbildung 17 dargestellt. SPN zeigt einen durchschnittlichen relativen Trockensubstanzgehalt
von 0,647 % =+ 0,144 %. SPS zeigt mit 0,573 % + 0,136 % einen niedrigeren relativen
Trockensubstanzgehalt. Der durchschnittliche relative Trockensubstanzgehalt von Sii betragt
0,69 % + 0,071 %. Sil zeigt einen durchschnittlichen Trockensubstanzgehalt von 0,639 % + 0,136
%. Eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) zeigt signifikante Unterschiede (p =0,02). Eine
Berechnung nach Tukey HSD mit einem Konfidenzintervall von 95 % zeigt unterschiedliche

homogene Untergruppen, die aus der Graphik (Abbildung 17) zu entnehmen sind.
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2.3.4.2 Samenertrag
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Abbildung 18 - Darstellung der Triebanzahlen der untersuchten Akzessionen von Silphium perfoliatum (SPN und SPS) und

Silphium integrifolium (Sii und Sil). Die Einschniirung der Boxplots entspricht einem Konfidenzintervall von 95 %; (n=36).

Die Triebanzahl gibt Aufschluss tiber die das Bliitenbildungspotenzial jeder Pflanze und ist in
Abbildung 18 dargestellt. Im Regelfall bildet Silphium spp. die gleiche Anzahl von

Bliitenrangen tiber die Gesamtheit der gebildeten Triebe.

Die Gesamtheit der erfassten Daten iiber alle untersuchten Akzessionen zeigt eine mittlere
Triebanzahl von 7,73 + 3,07 Triebe je Pflanze, wobei Silphium integrifolium durchschnittlich
signifikant mehr Triebe ausbildete als Silphium perfoliatum (p = 2,151 x 10"). So zeigt Sii mit
durchschnittlich 9,75 + 2,44 Trieben die grofite Triebanzahl der untersuchten Akzessionen. Sil
bildet im Versuchszeitraum im Mittel 9 + 3,65 Triebe aus. Die Anzahl der durchschnittlich
gebildeten Triebe von SPS und SPN betragt 6,75 + 2,21 bzw. 5,47 +1,56. Signifikante
Unterschiede liegen lediglich interspezifisch vor. Intraspezifisch unterscheiden sich die

untersuchten Akzessionen nicht signifikant.
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Abbildung 19 - Darstellung der Samenertrige der untersuchten Akzessionen von Silphium perfoliatum (SPN und SPS) und

Silphium integrifolium (Sii und Sil). Die Einschniirung der Boxplots entspricht einem Konfidenzintervall von 95 %; (n=36).

In Abbildung 19 werden die Samenertrage der untersuchten Akzessionen von Silphium
perfoliatum und Silphium integrifolium dargestellt. SPN zeigt einen durchschnittlichen
Samenertrag von 1722,2 kg + 631,5 kg pro Hektar. Die Akzession SPS weist einen Samenertrag
von durchschnittlich 1246,8 kg + 419,1 kg auf. Silphium integrifolium betreffend liegt bei Sii der
durchschnittliche Samenertrag bei 950,6 kg + 284,9 kg. Sil zeigt einen weit hoheren
Samenertrag von durchschnittlich 4083,3 kg + 1861,4 kg. Eine einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) zeigt signifikante Unterschiede (p = 9,64*10-%%). Eine Berechnung nach Tukey HSD
mit einem Konfidenzintervall von 95 % zeigt unterschiedliche homogene Untergruppen, die

aus der Graphik (Abbildung 19) zu entnehmen sind.
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Abbildung 20 - gemittelte Tausendkorngewichte iiber die unterschiedlichen Bliitenringe der untersuchten Akzessionen von
Silphium perfoliatum (SPN und SPS) und Silphium integrifolium (Sii und Sil); (n=10). Die Einschniirung der Boxplots

entspricht einem Konfidenzintervall von 95 %.

Die Samengewichte der untersuchten Akzessionen wurden rangspezifisch erfasst und
gemittelt in Abbildung 20 dargestellt. Zusatzlich wurde eine Darstellung iiber alle erfassten
Daten vorgenommen. Im Mittel betrdgt das Tausendkorngewicht bei SPN 12,07 g + 6,51 g. SPS
zeigt ein mittleres Tausendkorngewicht von 10,26 g + 6,37 g. Das Tausendkorngewicht bei Sii
betrdgt 6,83 g + 3,84 g. Sil zeigt ein durchschnittliches Tausendkorngewicht von 12,44 g + 3,78
g. Das Tausendkorngewicht von Sii ist signifikant geringer als das der {ibrigen Varianten. Eine
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) zeigt signifikante Unterschiede (p =5,1*10%). Eine
Berechnung nach Tukey HSD mit einem Konfidenzintervall von 95 % zeigt unterschiedliche

homogene Untergruppen, die aus der Graphik (Abbildung 19) zu entnehmen sind.
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Abbildung 21 - Darstellung des Ertragspotenzials der untersuchten Akzessionen von Silphium perfoliatum (SPN und SPS)
und Silphium integrifolium (Sii und Sil); (n = 36).

Durch die Vielzahl der erhobenen Ertragsstrukturparameter liefs sich durch eine einfache
Modellierungsmethode das mogliche Samenertragspotenzial von Silphium spp. anhand der
untersuchten Akzessionen zu jedem moglichen Erntezeitpunkt berechnen und in Abbildung
21 darstellen. Hierzu wurden Informationen iiber die Triebanzahl, die Anzahl der gebildeten
Bliiten pro Trieb, die durchschnittliche Samenanzahl pro Bliite, das durchschnittliche
Samengewicht der unterschiedlichen Range wie auch der Zeitpunkt des Samenausfalls aus
der Bliite einbezogen. Es zeigt sich, dass SPN mit 994,5 kg nach 524 TnA das grofite
Ertragspotenzial aufweist. SPS zeigt dies mit 720,8 kg nach 545 TnA. Das grofste
Ertragspotenzial von Sii wird mit 458,6 kg 531 TnA erreicht. Sil entwickelt mit 2539,9 kg das
hochste Ertragspotenzial bei 539 TnA.
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2.4 Diskussion

Im vorliegenden Versuch wurden Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium, jeweils eine
Art mit zwei verschiedenen geografischen Akzessionen, im Hinblick auf ihre
Entwicklungskinetik untersucht. Ziel war es, die phanotypische Plastizitat der beiden Arten
in Bezug auf landwirtschaftliche Merkmale zu ermitteln. Es wurde festgestellt, dass sowohl
zwischen als auch innerhalb der wuntersuchten Arten und Akzessionen
Entwicklungsunterschiede vorliegen. In einem weiteren Schritt sollen Moglichkeiten der
Weiterentwicklung der BBCH-Skala fiir Silphium perfoliatum von Cumplido-Marin et al. (2020)
diskutiert werden [7]. Dariiber hinaus wird eine Anpassung an Silphium integrifolium

vorgenommen.

2.4.1 Keimungskinetik der untersuchten Silphium-Arten

Die experimentellen Ergebnisse der Keimungskinetik zeigen, dass beide Silphium integrifolium-
Akzessionen im Vergleich zu den Silphium perfoliatum-Akzessionen durch hdohere
Keimungsraten gekennzeichnet waren. Insbesondere war die Auflaufrate von Sil deutlich
hoher als die Auflaufraten der anderen Silphium-Akzessionen, was auf eine unbeabsichtigte
Selektion wahrend des Domestikationsprozesses zuriickzufiihren [70] und von Wildpflanzen
mit geringerem Domestikationsgrad bekannt ist [71]. Dartiber hinaus ist zu erwahnen, dass
sich die stidlichen Akzessionen beider Arten in Bezug auf die hohere Auflaufrate im Vergleich
zu den westlichen/nordlichen Varianten vergleichbar verhielten. Dies kann entsprechend auf
die Ergebnisse der Gesamtkeimungskinetik im interspezifischen Vergleich iibertragen
werden. Die untersuchten Akzessionen von Silphium integrifolium zeigten in allen
beschriebenen Entwicklungsstadien eine hohere relative Haufigkeit des jeweiligen Merkmals.
Insbesondere bei Sil war ein Domestikationssyndrom nachweisbar, was sich in Form einer
hoheren Keimrate zeigte [72]. Intraspezifische Unterschiede in den Keimungs- und
Auflaufverhalten waren zwischen den siidlichen und noérdlichen Varianten von Silphium
perfoliatum in allen Entwicklungsstadien sichtbar. Sie wurden mit zunehmenden
Wachstumsstadien ausgepragter. Im Gegensatz dazu war bei Silphium integrifolium eine
Abnahme der Unterschiede in den Keimungseigenschaften zwischen der siidlichen und der
westlichen Akzession im Laufe der Zeit zu beobachten.

Auf der Grundlage etablierter Methoden und zum Ausschluss moglicher Einflussfaktoren

wurde das Saatgut handisch selektiert und einer 0,05%igen Gibberellinsdurebehandlung
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unterzogen. Im Vergleich zu unbehandeltem oder pelletiertem Saatgut fiihrte diese Methode
in fritheren Studien zu einem signifikant hoheren und schnelleren Feldaufgang bei
Silphium perfoliatum [73]. Das Auslassen einer Saatgutbehandlung durch Licht- und
Dunkelphase sowie eines Temperaturwechsels wahrend der Quellphase in Kombination mit
einer Nassstratifikation von sieben Tagen bei 0 °C kann als Schwachpunkt dieser Studie
gesehen werden, schrankt die Aussagekraft der Beobachtungen jedoch nicht ein. Gansberger
et al. (2017) zeigten jedoch, dass mit dieser Kombination der verwendeten Methoden eine
signifikante Steigerung der Auflaufraten erreicht werden konnte [28]. Allerdings zeigt
dieselbe Studie relativ hohe Standardabweichungen bei den genannten Faktoren von 20 % bis
30 %, wodurch die relativ geringe Keimrate von SPN gestiitzt werden kann. Ubertragen auf
die Etablierung von Silphium perfoliatum unter Freilandbedingungen besteht weiterer
Forschungsbedarf in Bezug auf die Keimraten [28]. Beziiglich des Keimverhaltens von
Silphium integrifolium wurden in einer Studie von Reinert et al. (2018) verschiedene
Vorbehandlungen auf chemischer und thermischer Basis durchgefiihrt. Unter anderem zeigte
hier eine Behandlung mit Ethephonsdure und Kaliumnitrat in Kombination mit einem
Trocknungsprozess signifikante Steigerungen der Keimrate verschiedener Silphium
integrifolium-Akzessionen [74]. Da diese Behandlungsoptionen auch bei Sonnenblumen
(Helianthus annuus L.) angewandt werden konnen [75], kann davon ausgegangen werden, dass

die gleichen Behandlungen auch fiir Silphium spp. ein niitzliches Instrument sein konnten.

2.4.1.1 Anpassung an BBCH-Code - Makrostadium 0 [54]

In Ubereinstimmung mit den Phéanotypisierungsergebnissen zeigte der interspezifische
Vergleich deutlich, dass die Silphium integrifolium-Akzessionen tendenziell in allen
Mikrostadien (BBCH 0 0 bis 0 9) einen hoheren Ausbildungsgrad (%) erreichen. Erganzend
kann festgestellt werden, dass bei beiden untersuchten Arten das Erreichen
aufeinanderfolgender Mikrostadien mit zunehmendem Bildungsgrad abnahm. Zwischen den
siidlichen und westlichen/nordlichen Akzessionen von Silphium perfoliatum und Silphium
integrifolium waren in allen Mikrostadien intraspezifische Unterschiede im Keimungs- und
Auflaufprozess erkennbar, die mit fortschreitendem Wachstumsstadium zunahmen.
Hinsichtlich der Keimungseigenschaften zeigten beide Akzessionen von Silphium perfoliatum
eine hohe Ubereinstimmung mit der von Cumplido-Marin et al. (2020) aufgestellten BBCH-
Skala [7]. Des Weiteren wurde an dieser Stelle auf eine Anpassung an die BBCH-Skala fiir

Miscanthus x giganteus nach Pude (1998) verzichtet, da der Wiederaustrieb im zweiten
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Entwicklungsjahr anhand der Blattbildung (BBCH-Makrostadium 1 (Blattbildung)) eindeutig
beschrieben werden konnte [76]. Auf eine Differenzierung innerhalb dieses Makrostadiums
zwischen tatsdchlicher Samenkeimung und Wiederaustrieb, wie sie fiir die BBCH-Skala von

Sida hermaphrodita L. vorgenommen wurde, wurde daher verzichtet [77].
2.4.2 Entwicklung der Rosette

2.4.2.1 Jahr der Etablierung

Die Rosettenentwicklung wurde anhand der vollstandig entwickelten Nodien definiert
kontrdr zu der in der Literatur verwendeten Methode, bei der das einzelne Blatt betrachtet
wird, da jedes Nodium in der Regel zwei gegeniiberliegende Bldtter aufweist (Kowalski, 2004;
Stanfort, 1992). Die Ergebnisse der Phanotypisierung in Bezug auf die gebildeten
Rosettennodien fiir einen Zeitraum bis zu 244 TnA zeigten, dass Sil im Vergleich zu den
Silphium perfoliatum-Akzessionen und Sii deutlich mehr Rosettennodien bildete. Dariiber
hinaus war bei der siidlichen Akzession von Silphium perfoliatum (SPS) eine hohere Anzahl von
Nodien zu beobachten als bei der nordlichen Akzession (SPN), wobei der Unterschied bei
Silphium integrifolium weit ausgepragter vorlag. Die Beschreibungen in der Literatur
unterscheiden sich von den Daten, die bei der in diesem Versuch durchgefiihrten
Phanotypisierung erhoben wurden, beschreiben jedoch im Allgemeinen den Unterschied
zwischen Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium auf vergleichbare Weise. So wurde in
diesem Feldversuch bei Silphium perfoliatum eine Bildung von durchschnittlich 26 Blattern (13
Rosettennodien) anstelle von 12-17 Laubblattern [78] beobachtet. Bei Silphium integrifolium
wurden durchschnittlich 34 Bldtter (17 Rosettennodien) anstelle von 32 Laubblittern gezahlt
[49]. Eine Anpassung an die Umweltbedingungen in Bezug auf Blatt- und Wurzelarchitektur,
biochemische Signalwege und Abwehrmechanismen der jeweiligen Herkunft scheint hier
offensichtlich zu sein [5].

Franzaring et al. (2014) zeigten Ergebnisse aus einem Gewachshausversuch, in dem Silphium
perfoliatum-Akzessionen unterschiedlicher geografischer Herkunft bis zu drei Monate nach der
Aussaat auf ihre Blattzahl hin untersucht wurden. Nach einer Versuchsdauer von 106 Tagen
wurden durchschnittlich 7,1 Bldtter pro Pflanze beobachtet [79]. Die dieser Studie
zugrundeliegenden Daten zeigen fiir Silphium perfoliatum eine mittlere Rosettennodienanzahl
von 5,67 + 0,67 zu einem vergleichbaren Zeitpunkt (104 TnA). Somit kann von einer mittleren

Blattanzahl von 10 bis 12 Blittern pro Pflanze ausgegangen werden. Ubertragen auf Silphium
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integrifolium zeigten Sii und Sil durchschnittlich 8,1 + 1,08 Rosettennodien, was 16-18
vollentwickelten Rosettenbléttern entsprach. Die durchschnittliche Blattflache war jedoch

entsprechend kleiner als die von Silphium perfoliatum (Daten nicht gezeigt).

2.4.2.2 Zweites Jahr der Entwicklung

Die Phanotypisierung im Rahmen der Rosettennodienentwicklung zeigte, dass alle
Akzessionen weniger Rosettennodien bildeten, so dass die Sprossbildung deutlich friiher
erfolgte als im Vorjahr. Bei Silphium perfoliatum zeigte SPS eine nicht signifikant verzogerte
Entwicklung im Vergleich zu SPN, was einer Umkehrung der Verhaltnisse aus dem Vorjahr
entspricht. Ebenso zeigte SPN im Durchschnitt 1,73 voll entwickelte Rosettennodien mehr als
SPS. Bei Silphium integrifolium entwickelte Sil im Vergleich zum Vorjahr durchschnittlich 8,03
Nodien, wobei diese Akzession im Vergleich zu allen anderen Akzessionen die meisten
Rosettennodien  ausbildete. Dies konnte mit einem Domestizierungssyndrom
zusammenhangen, das zufillig aufgrund von Ziichtungsaktivititen an dieser Akzession
auftritt [72]. Ob dies ein Zuchtziel war oder zuféllig auftrat, bleibt unbekannt. Die zeitliche
Divergenz zwischen Sil und Sii war weniger ausgepragt als bei den untersuchten Silphium
perfoliatum-Akzessionen. 376 TnA zeigten alle Akzessionen ein Ende der Rosettenbildung. Von
diesem Zeitpunkt an begann die Sprossbildung.

2.4.2.3 Anpassung an BBCH-Code - Makrostufe 1 [54]

Bei Verwendung des BBCH-Codes von Silphium perfoliatum nach Cumplido-Marin et al. (2020)
erfolgte die Auswertung ebenfalls bis zum 9. Nodium bzw. 18. Laubblatt [7]. Mit der héheren
Anzahl voll entwickelter Nodien bei den Silphium integrifolium-Akzessionen konnte auch eine
hohere Anzahl von Mikrostadien sowie ein hoherer Anteil voll entwickelter Mikrostadien
anhand des modifizierten BBCH-Makrostadiums "Blattentwicklung" festgestellt werden. Da
die Entwicklung von Silphium in diesem Punkt kontinuierlich ist, ist eine fortschreitende
Beschreibung von mehr als neun Nodien (18 echte Blatter) nicht unbedingt erforderlich, sofern
eine nodienabhéngige Ziahlmethode angewendet wird. In Bezug auf die Rosettenentwicklung
ergibt sich fiir beide untersuchten Arten ein maximales BBCH-Stadium von 1 9, wobei das

Mikrostadium 9 oder mehr Rosettennodien beschreibt.
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2.4.3 Allgemeine Sprossentwicklung

Der Spross macht den grofiten Teil des Gesamtertrags in der biomasseorientierten Kultur von
Silphium perfoliatum aus. Am Ende der Wachstumsperiode belduft sich die Biomasse in den
Blattern auf 30,94 % der Gesamtbiomasse. Nach Abschluss der Seneszenz reduziert sich dieser
Anteil auf 8,14 % [80]. Entsprechend verhalt sich auch der relative Anteil der im Spross
gebildeten Biomasse. Je nach Verwendungszweck und erwartetem Biomasseertrag kann das
Verhaltnis von Spross- zu Blattbiomasse durch Anpassung des Erntetermins erheblich variiert
werden. Die Biomassenutzung von Silphium integrifolium ist als sekundar zu bewerten, da hier
der Schwerpunkt auf der Nutzung als mehrjahrige Olsaat liegt [5,48]. Entsprechend wird der
Sprossbildung weniger Bedeutung beigemessen. Dennoch wird die Sprossentwicklung beider
Arten im Folgenden diskutiert, da sie fiir die allgemeine Pflanzenentwicklung von grofier
Bedeutung ist.

Die Sprossentwicklung von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium ist im Allgemeinen
dadurch gekennzeichnet, dass die Sprossspitze durch die Bildung von verldngerten
Internodien und Internodienverlangerungen innerhalb der bereits gebildeten Rosette einen
Spross bildet. Das gleichzeitige Langenwachstum ermdglicht eine schnelle Sprossbildung [69].
So werden vermeintlich Rosettennodien nachtraglich zu Sprossnodien. Urspriinglich
Rosettennodien lassen sich im Nachhinein am Spross durch das den fehlenden, den Spross
umgreifenden Becher identifizieren. Aus diesem Grund ist es notwendig, eine durchlaufende
Zahlweise fiir Rosetten- und Sprossnodien anzuwenden.

2.4.3.1 Jahr der Etablierung

Entgegen der Aussage von Gansberger et al. (2015) zeigte Silphium perfoliatum in dem im ersten
Anbaujahr durchgefiihrten Feldversuch eine sporadisch entwickelte Sprossbildung [13]. So
zeigte SPS eine erste rudimentdre Sprossbildung 139 TnA. SPN zeigte keine Tendenz zur
Sprossbildung. Silphium integrifolium zeigte eine deutlich erhéhte Tendenz zur Sprossbildung.
Etwa 88 % von Sii und 32 % von Sil entwickelten verlangerte Internodien. Dies stimmt mit den
Aussagen von Kowalski (2004) iiberein, der feststellte, dass Silphium integrifolium im ersten
Jahr eine Wuchshohe von 20 bis 69 ¢cm erreichen kann [49]. Nach 118 TnA zeigen beide
Akzessionen die erste Sprossbildung. Dies geschieht etwa 21 Tage friiher als bei SPS. In einem
fritheren Feldversuch von Conrad et al. (2010) wurde der Einfluss der Sprossbildung an

Einzelpflanzen in der ersten Wachstumsperiode mit einem ungiinstigen Wachstumsverhalten
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von Silphium perfoliatum im Folgejahr beobachtet, sodass lediglich 0,853 Mg Trockenertrag pro
Hektar geerntet werden konnten [81]. Dementsprechend musste in erster Instanz davon
ausgegangen werden, dass auch in diesem Feldversuch in der zweiten Vegetationsperiode
Unterschiede zwischen sprossbildenden und nicht sprossbildenden Pflanzen des Vorjahres
hinsichtlich Bestandsschluss, Sprossbildung sowie Bestandsstabilitdt auftreten konnten. Wie
im vorangegangenen Kapitel "2.4.2 Entwicklung der Rosette; 2.4.2.1 Jahr der Etablierung"
gezeigt, unterschieden sich die Akzessionen von Silphium perfoliatum hinsichtlich der
Rosettenbildung tendenziell weniger als die untersuchten Akzessionen von Silphium
integrifolium. Allerdings war SPN die einzige Akzession, die im Vergleich zu den anderen
Silphium-Akzessionen eine niedrigere Keimrate und eine langsamere Keimungskinetik
aufwies. SPN neigte also zu einer langsameren Keimkinetik und verzogerte die
Rosettenentwicklung um etwa 21 Tage, was zu einem Ausbleiben des Schossens fiihren
konnte. Andere Faktoren konnen ebenfalls einen Einfluss auf dieses Ergebnis gehabt haben
[81]. Aufierdem zeigten Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium grofie morphologische
Unterschiede [49]. So schwankte beispielsweise der durchschnittliche Frischmasseertrag von
Silphium integrifolium im ersten Jahr bei 345 g pro Pflanze [49]. Silphium perfoliatum bildete im

ersten Jahr mit durchschnittlich 519 g pro Pflanze etwa 50 % mehr Biomasse [49,82].

2.4.3.2 Zweites Jahr der Entwicklung

Infolge der Vernalisation im Winter wurde bei allen untersuchten Pflanzen eine Sprossbildung
beobachtet. Nach dem gleichzeitigen Beginn der Sprossbildung wurden phéanotypische
Unterschiede zwischen und innerhalb der beiden Arten festgestellt. So war der Unterschied in
der Sprossnodienentwicklung im intraspezifischen Vergleich zwischen den untersuchten
Silphium perfoliatum-Akzessionen nur durch eine geringe zeitliche Divergenz gekennzeichnet.
Silphium integrifolium wies neben einer grofieren zeitlichen Diskrepanz auch eine wesentlich
grofiere Anzahl gebildeter Nodien am Spross auf. Sil bildete deutlich mehr Nodien als Sii. Sii
zeigte vergleichbare Ergebnisse wie andere Studien [49]. Aufgrund des Zuchtfortschritts und
des abweichenden Elternmaterials wies Sil eine hohere Anzahl von Sprossnodien auf und
unterlag an dieser Stelle offenbar einem Domestizierungssyndrom [72]. Silphium perfoliatum
zeigte in einer fritheren Studie unter gleichen Feldbedingungen eine vergleichbare Anzahl von
Nodien innerhalb der Sprossbildung europdischer Akzessionen [58]. Im Gegensatz zum ersten
Entwicklungsjahr zeigte sich bei den untersuchten Silphium integrifolium-Akzessionen

tendenziell ein dhnliches Bild, wobei alle Pflanzen nach der Vernalisation tiber den Winter nun
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ein Sprosswachstum zeigten. Ausgehend von der Tatsache, dass das Sprosswachstum bei
Silphium spp. ein notwendiger Schritt fiir das generative Wachstum ist, konnte gezeigt werden,
dass dies auch in anderen Studien beobachtet werden konnte [83]. Bei Silphium perfoliatum ist
dieses Bild klarer, da im ersten Jahr des Anbaus der Anteil der schossenden Pflanzen geringer
war oder ganz ausblieb im Gegensatz zu den untersuchten Silphium integrifolium-Akzessionen.
Dies lasst die Hypothese zu, dass Silphium perfoliatum starker auf die Vernalisation angewiesen
ist als Silphium integrifolium oder beide Arten unterschiedliche Strategien zur generativen

Vermehrung aufweisen [34,83].

2.4.3.3 Anpassung an BBCH-Code - Makrostadium 3 [54]

Im Rahmen dieser Studie wurde nur die Entwicklung eines vordefinierten Haupttriebes der
jeweiligen Pflanze beschrieben, da die Entwicklung der Seitentriebe parallel erfolgt und diese
gleichwertig waren. Dementsprechend wurde das von Hack et al. (1992) und Meier (2018)
postulierte BBCH-Makrostadium 2 (Seitentriebbildung) ausgelassen [54,55]. Eine
Beschreibung des Reihenschlusses im BBCH-Makrostadium 2, wie sie fiir Silphium perfoliatum
im ersten Jahr der Entwicklung [7] und fiir Sida hermaphrodita L. [77] vorgenommen wurde, ist
in der erweiterten BBCH-Skala nach Hack et al. (1992) und Meier (2018) [54,55] nicht
vorgesehen.

Nachdem die Sprossentwicklungsphase abgeschlossen war, wurde die generative Phase von
Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium eingeleitet. Eine Uberlappung von
Sprosswachstum und generativem Wachstum fand an der Einzelpflanze nicht statt.

Die verzogerte Internodienstreckung [69] in der Rosette fiihrte zu einer Verschiebung der
Sprossnodiennummerierung. Wie bereits erwdhnt, fithrte dies zu einer Subtraktion der
verbleibenden Rosettennodien und damit zu einer optionalen Erweiterung der BBCH-Skala.
So ergab sich fiir das BBCH-Makrostadium 3 eine Angabe von 3 1-x bis 3 9-x, wobei die
fortlaufende Nummer die vorhandenen Mikrostadien und die Variable ,,x” die in der Rosette
verbleibenden Nodien beschreibt. Hier definiert BBCH 3 9-x 9 oder mehr voll ausgebildete
Triebnodien abziiglich der in der Rosette verbleibenden Nodien. Die Klassifizierung der
Mikrostadien, wie sie nach Cumplido-Marin et al. (2020) vorgenommen wurde, wobei die
relativen Anteile der endgiiltigen Triebhohe als bestimmendes Mafs verwendet werden [7],
kann Schwierigkeiten bereiten, da dies nur im Nachhinein erfolgen kann. Des Weiteren wurde

das von Hack et al. (1992) und Meier (2018) postulierte Makrostadium 4 (Entwicklung der
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vegetativen Pflanzenteile) nicht weiter beriicksichtigt, da auch dieses Stadium im eigentlichen

Sinne vorkam [54,55].
2.4.4 Generative Phase

2.4.4.1 Jahr der Etablierung

Das generative Wachstum wurde im ersten Jahr des Anbaus von Silphium perfoliatum in einer
anderen Studie nicht dokumentiert. Auch in der zusammenfassenden Literatur wird keine
generative Entwicklung von Silphium perfoliatum beschrieben [13,84]. Im Gegensatz zu diesen
Aussagen zeigten einige der in diesem Feldversuch angepflanzten Silphium perfoliatum im
ersten Jahr eine generative Wachstumsphase. So zeigte sich bei 11 % der untersuchten Pflanzen
eine rudimentdre Knospenbildung des ersten Ranges in Bezug auf SPS, was sich kongruent
zum Sprosswachstum verhielt. Eine weitere Entwicklung wie die Entwicklung einer Bliite
oder die Bildung von Samen fand nicht statt. Ein weiterer moglicher Grund konnte sein, dass
die Pflanzen zu Beginn ihrer Entwicklung eine bedarfsgerechte Bewésserung erhielten und es
in Verbindung mit den ausgezeichneten Boden- und Klimabedingungen zu einer teilweisen
Bliiteninduktion in SPS kam. Diese Hypothese ist naheliegend, wird aber in der Literatur nicht
beschrieben. SPN, entsprechend der fehlenden Sprossbildung im ersten Jahr, zeigte keine
Tendenz zum generativen Wachstum. Silphium integrifolium zeigte bei beiden untersuchten
Akzessionen eine Tendenz zum Eintritt in eine generative Entwicklungsphase, die der
Sprossbildung  entspricht. Kowalski et al. (2004) dokumentierten in ihrer
Entwicklungsbeschreibung von Silphium integrifolium keine generative Entwicklung im ersten
Jahr [49]. Im Gegensatz dazu beschreiben Schiffner et al. 2021, dass auch Silphium integrifolium
in Abhéngigkeit vom Aussaattermin und der zur Verfligung stehenden Entwicklungszeit bis
zum Ende der vegetativen Phase des ersten Jahres eine generative Entwicklung zeigt [83]. Sil
zeigt eine hohere Tendenz zum generativen Wachstum als Sii, wobei bei beiden Akzessionen
die Samenfiillungsphase nicht mehr vollstindig stattfand. Da diese Entwicklungsschritte
deutlich spéter als iiblich stattfanden [13], kann davon ausgegangen werden, dass die Leistung
der bestaubenden Insekten durch die Bliite im Winter reduziert war.

2.4.4.2 Zweites Jahr der Entwicklung

Im zweiten Jahr des Feldversuchs zeigten alle Pflanzen ein volles generatives Wachstum. Dies
wurde auch in anderen Studien berichtet [38,49,85]. Die ersten Knospen waren bei allen

Akzessionen 426 TnA sichtbar. Im Laufe des generativen Wachstums entwickelte sich eine
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intraspezifische Variation der jeweiligen Akzessionen. Diese war bei Silphium perfoliatum
deutlicher ausgeprédgt und nahm iiber die gesamte generative Entwicklung zu, so dass die
Samenreife von SPN jeder blithenden Reihe 21 Tage friiher eintrat als SPS. Silphium
integrifolium zeigte dieses Verhalten nicht, sodass eine eher homologe Entwicklung der
generativen Phase in beiden Akzessionen vorlag. Auffallend waren die deutlich grofieren
Bliiten bei Sil, die auf die Vermehrungsaktivitat und Feminisierung zuriickzufiihren sind.
Dadurch erhoht sich die Anzahl der in jeder Bliite gebildeten Samen [44].

Bei beiden untersuchten Silphium-Arten zeigten alle untersuchten Akzessionen im letzten
Bliitenrang lediglich das Knospenstadium. Eine weitere Entwicklung des letzten Ranges
findet jeweils nicht statt.

2.4.4.3 Anpassung an BBCH-Code - Makrostadium 5-8 [54]

Eine Einordnung in die BBCH-Skala nach Meyer et al. (2018) ist im Makrostadium 5 bis 8
moglich, welches die generative Entwicklungsphase der Pflanze beschreibt [54]. Innerhalb der
bestehenden BBCH-Skala wird eine Methodik verwendet, die eine genaue Beschreibung
ermoglicht [7]. Eine zu beachtende Schwierigkeit ist, dass es vor allem in den hoheren Rangen
zu gewissen Verschiebungen der einzelnen Bliitenstande in jedem Stadium kommt, was eine
genaue Beschreibung der Pflanze als Ganzes unmoglich macht. Eine Moglichkeit, den
Bliitenstand zu beschreiben, wére ein prozentualer Anteil des fortgeschrittenen Bliitenstandes,
wie er in der BBCH-Skala von Raps (Brassica napus L.) festgelegt wurde [54]. Da sich die Anzahl
der Bliitenstande mit zunehmendem Rang vervielfacht, kann diese Methode irrefithrend sein,
da es schwierig ist, das exakte Entwicklungsstadium der Pflanze abzuschidtzen. Eine
rangweise Bewertung der fortschreitenden Bliite scheint die an der besten geeigneten Methode
zu sein. Die Anzahl der Bliiten pro Rang ist festgelegt, und jeder Rang hat eine eigene

Bezeichnung.
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2.4.5 Seneszenz

2.4.5.1 Jahr der Etablierung

Die Seneszenz trat im ersten Jahr des Anbaus verzogert ein. Eine vollstindige Seneszenz
wurde bei allen Akzessionen nach 307 TnA beobachtet. Dies ist wahrscheinlich auf den bis
dahin milden klimatischen Bedingungen zuriickzufiihren. Eine Kailteperiode Ende Januar
sorgte flir das Einsetzen der vollstandigen Seneszenz. Silphium integrifolium zeigte eine etwas
frithere Seneszenz im Vergleich zu Silphium perfoliatum. Der Verlauf der Seneszenz ist bei
beiden Silphium integrifolium-Akzessionen nahezu identisch. Die vollstandige Seneszenz trat
bei Sii eine Woche spiter ein als bei Sil. Silphium perfoliatum zeigt eine generelle Verschiebung
des Seneszenzfortschritts, sodass SPN im Allgemeinen einen Vorsprung von einer Woche
hatte, was auf die klimatischen Bedingungen des Herkunftsortes im nordlichen Teil des
Verbreitungsgebietes zuriickzufiihren ist. Diese Anpassung an die klimatischen Bedingungen
wurde auch bei europdischen Wildtypen von Arabidopsis thaliana festgestellt [86]. Es kann also
davon ausgegangen werden, dass die siidliche Akzession (SPS) in ihrem natiirlichen
Verbreitungsgebiet eine langere vegetative Phase durchldauft als eine nordliche Akzession
(SPN) und somit die volle Seneszenz spater erreicht. Da die untersuchten Akzessionen von
Silphium integrifolium aus dhnlichen Breitengraden stammen, ist eine Divergenz in Bezug auf
den Seneszenzverlauf zwischen ihnen nicht wahrscheinlich. Aufierdem ist die Seneszenz
einzelner Pflanzen von Silphium integrifolium inhomogener als innerhalb der Akzessionen von
Silphium perfoliatum, da beide Akzessionen eine grofiere Streuung der Seneszenzgrade
aufweisen.

2.4.5.2 Zweites Jahr der Entwicklung

Die Entwicklung der Seneszenz im zweiten Jahr war bei Silphium perfoliatum differenzierter
als im ersten Jahr. SPN war bei 566 TnA vollstindig seneszent. SPS zeigte erst bei 580 TnA
einen vollstandigen Seneszenzgrad. Dieses Verhalten, das dem des ersten Jahres entsprach,
lasst sich durch die unterschiedlichen klimatischen Bedingungen des natiirlichen Ursprungs
erklaren [86].

Die wuntersuchten Silphium integrifolium Akzessionen zeigten ein sehr dhnliches
Seneszenzverhalten. Eine Tendenz zum friitheren Einsetzen der Seneszenz bei Sii hatte keinen

Einfluss auf das Erreichen der vollstindigen Seneszenz. Beide untersuchten Akzessionen
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zeigten eine vollstindige Seneszenz bei 560 TnA, was sich durch den vergleichbaren

Breitengrad des Ursprungsortes der beiden Akzessionen begriinden ldsst.

2.4.5.3 Anpassung an BBCH-Code - Makrostufe 9 [54]

Eine Einordnung in die BBCH-Skala nach Meyer et al. (2018) ist im Makrostadium 9 [54]
moglich. Eine erste prozentuale Einordnung ist bis zu einem Seneszenzgrad von 60 % gegeben.
Die Verwendung der BBCH-Skala nach Cumplido-Marin et al. (2020) ist an dieser Stelle nur
bedingt sinnvoll, da die Seneszenz mdoglicherweise nicht in der angegebenen Reihenfolge
verlauft. Das Laub der Pflanzen im unteren Teil des Sprosses wurde bereits in der generativen
Phase nekrotisch, weil die Lichtintensitadt hier nicht mehr ausreichte. Dies geschah bereits nach
etwa 461 TnA (keine Daten gezeigt). Die eigentliche Seneszenz wurde jedoch erst nach 502
TnA festgestellt. Da der Verlauf der Seneszenz an fast allen Pflanzenteilen nahezu gleichzeitig
erfolgt, ist eine prozentuale Darstellung der Auspragung der Seneszenz bis einschliefSlich
BBCH 9 6 sinnvoll. BBCH 9 7 beschreibt die vollstindige Seneszenz des Laubes. BBCH 9 9

beschreibt die vollstindige Seneszenz des oberirdischen Austriebs der Pflanzen [7].
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2.4.6 Einordnung der phanotypischen Merkmale und Verwendung

Eine Ernte sowie eine Nutzung jeglicher Art im ersten Jahr des Anbaus sollte aufgrund
geringer Ertrage und moglicher Schaden an den Pflanzen generell vermieden werden. Eine
vielfdltige Nutzung der Biomasse im zweiten Jahr ist moglich [13,37,58]. Haufig ist der
Erntezeitpunkt und das damit verbundene Entwicklungsstadium bzw. die Reife entscheidend
tir die Nutzung [13,37].

Dabei ist die agronomische Verwertbarkeit der unterschiedlich abreifenden Silphium-
Akzessionen ein wichtiger Aspekt bei der Kultivierung dieser Pflanze. Je nach
Standortbedingungen und Klima ist es sinnvoll, eine geeignete Akzession auszuwahlen. Die
Ergebnisse der Entwicklungsbeschreibung zeigen, dass SPN fiir den Einsatz bei grofiem
Beikrautdruck interessant sein kann, da es sich durch eine hohe Wachstumsrate in der
Rosettenbildung im zweiten Jahr des Auftretens in den ersten Stadien auszeichnet. Sie
entwickelt eine relativ hohe Anzahl an Rosettenbldttern und kann daher konkurrierenden
Beikrautern durch frithen Bestandsschluss schneller das Licht entziehen als andere Silphium-
Akzessionen. Auch der Bodentyp kann ein Kriterium fiir die Auswahl einer bestimmten
Silphium-Akzession sein. Ein hoher Ton- und Feinschluffgehalt sowie ein hoher Wassergehalt
bieten schwierige Bedingungen fiir die Befahrbarkeit und die Bodenverdichtung [87]. Daher
kann es fiir den Erntezeitpunkt von entscheidender Bedeutung sein, welche Akzession
gewahlt wird und wann sie abreift, um eine bestimmte Nutzung zu ermdglichen. Da SPS im
Versuch etwa zwei Wochen spater abgereift war als SPN, sollte dies bei der Wahl einer Sorte
berticksichtigt werden.

Im Hinblick auf die wirtschaftliche Nutzung sollten die Erntezeiten und das Abreifverhalten
klar definiert werden. Bei den Erntezeiten sollte generell zwischen griiner Biomasse und
trockener Biomasse unterschieden werden. Fiir die praktische Nutzung ist es sinnvoll, den
Erntezeitpunkt in BBCH-Skalen anzugeben und den zugehorigen Trockenmassegehalt
abzubilden. Eine gangige Klassifizierung der Reifedaten fiir Mais sind die FAO-Nummern.
Diese stellen eine nutzungsspezifische Reifezahl dar, die den Trockensubstanzgehalt
berticksichtigt. Der Verwendungszweck definiert das Reifestadium bzw. den Erntetermin [88].
Griine Silphium-Biomasse wird hauptsachlich fiir die energetische Nutzung in Biogasanlagen
geerntet [13,89]. Pflanzen, die zur Faserproduktion fiir die Verpackungsindustrie verwendet
werden, haben die gleiche Reifezeit wie fiir die energetische Nutzung, da hier eine

Kaskadennutzung angestrebt wird [90]. Hierzu sollten die Pflanzen geerntet werden, wenn
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die Stangel noch nicht vollstandig verholzt sind. Eine fortgeschrittene oder gar abgeschlossene
Verholzung der Fasern ist auch im Hinblick auf die Verwertbarkeit in der Biogaserzeugung
nachteilig [91]. Um den Methanertrag zu maximieren, wird eine Ernte im Sommer am Ende
der Bliite im BBCH-Stadium 6 6 angestrebt. Die Trockensubstanz sollte dann zwischen 20 %
und 25 % liegen [13,89]. Soll die Durchwachsene Silphie zusammen mit Mais (Zea mais L.)
geerntet werden, ware hier eine spatreifende Akzession wie SPS geeignet um eine moglichst
groe Uberdeckung des Erntefensters zu erzeugen. Gegebenenfalls sollte hier ein friih
reifender Mais verwendet werden, um eine weitere Anndherung des Erntetermins zu
erreichen [91].

Wird die Pflanze als Baumaterial vorgesehen, wird ein moglichst hoher
Trockensubstanzgehalt und eine moglichst hohe Verholzung angestrebt, so dass die Pflanze
erst zum Ende des BBCH-Makrostadium 9 geerntet wird. Dieses Entwicklungsstadium tritt
am Ende der Vegetationsperiode auf. Hierbei verlagern sich wichtige Nahrstoffe zuriick in die
unterirdischen Pflanzenteile. Ferner wird durch eine verzogerte Ernte im Winter der
verbleibende Feuchtigkeitsgehalt im Erntegut weiter reduziert [27]. Es wurde in Anbetracht
der Vergleichbarkeit ein Erntetermin angelehnt an Holler et al. 2021 ausgewahlt, sodass die
der oberirdischen Biomasse 596 TnA erfolgte [27]. Hierbei wurde ein mittlerer
Trockenmassegehalt von 63,7 % + 13,1 % ermittelt. Aquivalent zum Seneszenzverhalten zeigte
Sii, Sil und SPN keine signifikanten Unterschiede im durchschnittlichen relativen
Trockensubstanzgehalt. Ein signifikanter Unterschied lag einzig zu SPS vor, welche mit etwa
6,4% grofierer Restfeuchte im Vergleich zum Mittel aller untersuchten Akzessionen deutlich
feuchter war, was sich mit dem spezifischen Seneszenzverhalten aufgrund des
geographischen Herkunftsortes dieser Akzession begriinden ldsst. Eine langere Reifezeit auf
dem Feld wiirde hohere Trockenmassegehalte nahelegen. Moglicherweise miissen die
Mengen verschiedener Strukturen oder die Gehalte verschiedener Kohlenhydrate im
jeweiligen Erntegut berticksichtigt werden. Moll et al. (2022) stellten fest, dass bestimmte
Silphium-Akzessionen ein unterschiedliches Verhiltnis von Cortex zu Parenchym aufwiesen,
was einen unterschiedlichen Nutzen der Biomasse implizieren konnte [37].

Nach einem Trocknungsvorgang liefs sich eine durchschnittliche Trockenmasse von 12,78 Mg
+ 6,57 Mg pro Hektar ernten. Hierbei lagen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
untersuchten Akzessionen vor (Tukey-HSD, 95% Konfidenzintervall). Wever et al. (2019)

ermittelten im Rahmen der durchgefiihrten Versuche am selben Standort eine mittlere
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durchschnittliche Trockenmasse aller untersuchten Akzessionen von 15,46 Mg pro Hektar und
liegen somit deutlich {iber dem im Rahmen dieser Studie erreichten Ertragsniveau [58]. SPS
und Sil erreichten mit 14,39 Mg + 7,21 Mg pro Hektar bzw. 14,29 Mg + 6,77 Mg pro Hektar
annahernd vergleichbare Werte; SPN und Sii erreichten diese Ertragsmengen nicht. In anderen
Studien werden vergleichbare Ertrage beschrieben. Peni et al. (2020) beschreiben fiir Silphium
perfoliatum einen vergleichbaren mittleren Ertrag von 13,3 Mg pro Hektar Trockensubstanz,
wobei dieser Wert zwischen 2 und 32 Mg Trockensubstanzertrag pro Hektar schwanken kann
[15]. Gansberger et al. (2014) beschreiben einen mit durchschnittlichen Trockensubstanzertrag
von 15 Mg pro Hektar einen etwas hoheren Ertrag als Peni et al (2020) und die vorliegende
Studie [13].

Ferner zeigte sich ein umgekehrtes Bild beziiglich der relativen Trockensubstanzgehalte der
unterschiedlichen Akzessionen. Zum gleichen Erntetermin bildeten SPN und Sii einen
tendenziell hoheren relativen Trockensubstanzgehalt aus als SPS und Sil, wobei ein
signifikanter Unterschied lediglich zwischen SPS und den {iibrigen Akzessionen vorlag. Die
im Rahmen dieses Versuchs erhobenen Biomasseertrage von Silphium integrifolium zeigen eine
deutliche Abweichung zu anderen Studien. So beschreiben Vilela et al. (2020) einen
Trockensubstanzertrag von 0,51 kg + 0,03 kg pro Pflanze, was einem Ertrag von etwa 20,4 Mg
(bei einer iiblichen Pflanzdichte von 40000 Pflanzen pro Hektar) entspricht. Dies ldsst sich
primér durch die Untersuchung teilweise ertragsschwacherer Akzessionen und die in der
Vegetationsperiode vorherrschenden klimatischen Bedingungen begriinden. Eine weitere
naheliegende Begriindung fiir einen geringeren Ertrag der untersuchten Akzessionen lasst
sich durch den lediglich zwei Jahren alten Pflanzenbestand anfiihren, da hier davon
auszugehen ist, dass sich das Ertragspotenzial mit den Folgejahren noch steigern wird.
Gansberger et al. (2014) beschreiben mit 30 % Trockensubstanz einen weit geringeren
Trockensubstanzgehalt der Pflanzen, wobei zu erwdhnen ist, dass zu Zeiten dieser Studie eine
energetische Nutzung von Silphium perfoliatum als am sinnvollsten erschien [13]. Im Falle
dieser Studie war eine Ernte der Biomasse nach Vollendung der Seneszenz angestrebt, um das
Abreifeverhalten unterschiedlicher Akzessionen von Silphium spp. fiir eine stoffliche Nutzung
der Biomasse zu evaluieren. Dies scheint heutzutage unter Nachhaltigkeitsaspekten eine
sinnvolle Option der Nutzung zu sein [3].

Silphium integrifolium kann auch als Biomassepflanze von Mitte Juni bis Mitte August geerntet

werden. Schiffner et al. beschreiben eine Doppelnutzung von Silphium integrifolium [83].
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Aufgrund der unterschiedlichen Reifezeitpunkte von Biomasse und Samen und der daraus
resultierenden Schwierigkeit bei der Feststellung des optimalen Erntetermins, wird eine
Differenzierung der Zuchtziele vorgeschlagen. Dabei sollte zwischen der Nutzung fiir
Futtermittel und der Nutzung fiir Olsaaten unterschieden werden.

Die Verwertung der Biomasse im spaten Friithjahr fordert eine hohe Futterqualitat. Der
Samenertrag aus der nachwachsenden Biomasse ist jedoch um bis zu 45 % reduziert, was einer
Verwertungsliicke gleichkommt [46]. Zudem ware eine Anpassung des Reifeverhaltens an das
von Futtermais sinnvoll, da eine gleichzeitige Ernte grofie wirtschaftliche Vorteile bieten
wiirde. Die Erntetechnik und der Silierprozess sind bei beiden Kulturen nahezu identisch [92].
Fiir die Verwendung von Silphium als Olsaat sind Akzessionen mit einer sicheren Reife
entscheidend fiir den Ertrag. Spatreifende Silphium-Akzessionen konnen ihr hohes
Ertragspotenzial unter mitteleuropéischen Klimabedingungen nicht ausschopfen. Ein hoherer
Ertrag kann daher zu frithen Erntezeitpunkten erzielt werden [46]. Fiir die Nutzung als
Olpflanze ist die untersuchte pridomestizierte Akzession Sil am vielversprechendsten. So
konnte die durchschnittliche Anzahl der Samen pro Bliite deutlich gesteigert werden [5]. Dies
schldgt sich ebenfalls im Samenertrag der untersuchten Akzessionen nieder. Sil zeigte mit
4083,3 kg + 1861,4 kg ein deutlich hoheres Samenertragsniveau als die {ibrigen Akzessionen,
die durchschnittlich einen Samenertrag von 1306,5 kg bildeten. Je nach Ertragsstandort lasst
sich der Samenertrag von Sil mit Ertragsangaben aus fritheren Studien vergleichen. So wurde
von Vilela et al. (2020) ein Samenertrag von 3052 kg pro Hektar in Patagonien bzw. 11174,4 kg
pro Hektar in Kansas ermittelt [46].

Da Silphium als Wildpflanze noch eine natiirliche Eigenschaft besitzt, abgereifte Samen
ausfallen zu lassen, sobald eine vollstandige Abreife der jeweiligen Samenanlage eintritt und
die Reifung iiber die verschiedenen Bliitenrange hinweg kontinuierlich fortschreitet, muss ein
optimaler Erntetermin gefunden werden, um einen mdéglichst hohen Ertrag bei bestmdglicher
Qualitat zu gewahrleisten. Unter Einbindung von Ertragsstrukturparametern wie die
Triebanzahl, die Bliitenanzahl und die durchschnittlichen Samenanzahlen und -gewichte je
Bliitenrang und dem jeweiligen Ausfallzeitpunkt der Samen aus der Bliite wurde eine
Modellierung erarbeitet, die das Samenertragspotenzial der untersuchten Silphium-

Akzessionen zum jeweiligen Zeitpunkt beschreibt.
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2.5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Verschiedene Akzessionen von Silphium integrifolium und Silphium perfoliatum wurden mit
jeweils zwei Kultivaren in der Etablierungsphase und im zweiten Anbaujahr sowohl inter- als
auch intraspezifisch auf die Variation quantitativer phanotypischer Merkmale und der
Wachstumskinetik untersucht. Silphium integrifolium zeigt im ersten Jahr deutlich mehr
entwickelte Nodien und eine starkere Tendenz zur Bliitenbildung als Silphium perfoliatum. Im
zweiten Anbaujahr macht sich der geografische Unterschied der Herkunftsorte der beiden
untersuchten Silphium perfoliatum-Akzessionen durch eine Diskrepanz bemerkbar, die im
Laufe der Entwicklung zunimmt. Bei Silphium integrifolium ist dies in geringerem Mafe der
Fall. Hypothese 1 lasst sich demnach bestatigen.

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Studie eine BBCH-Skala als Alternative zu einer von
Cumplido-Marin et al. (2020) vorgestellten Skala [7] entwickelt und an Silphium integrifolium
angepasst. Dariiber hinaus wurden botanische Zeichnungen der jeweiligen aktiven Zentren
der Pflanze angefertigt, um eindeutige Referenzen fiir beispielhafte Entwicklungsstadien zu
liefern. Da sich die Entwicklungsschritte stark &dhneln und weite Teile der
Etwicklungskinetiken von Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium homolog ablaufen
und sich in wenigen Fillen in der quantitativen Ausprdagung des jeweiligen Merkmals
unterscheiden, lasst sich eine gemeinsame BBCH-Skala anwenden. Demnach ldsst sich
Hypothese 2 bestatigen.

Abschliefiend wurde die Eignung von sich unterschiedlich entwickelnden Akzessionen von
Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium diskutiert. Dabei wurde auf unterschiedliche
Nutzungsformen und entsprechende Erntezeitpunkte eingegangen. Hierbei spielen die Wahl
der Akzession, der Erntezeitpunkt, wie auch der angestrebte Nutzen eine Rolle. So ldsst sich
Hypothese 3 ebenfalls bestatigen.

Die Gattung Silphium stellt mit zwei Arten eine gute Alternative zu konventionellen
Rohstoffen fiir viele Industriezweige dar. Die Nutzung der Pflanzenfamilie zur Ol- und
Biomassegewinnung ist in den letzten Jahren intensiv erforscht worden, sodass es auf diesem
Gebiet mit einem raschen Fortschritt zu rechnen ist. Allerdings ist die phanotypische Variation
innerhalb der genutzten Akzessionen grofs, was die Einheitlichkeit der Kultur auf dem Feld

beeintrachtigt. Die Ziichtung von Sorten mit spezifischen Verwendungszwecken ware fiir die
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weitere Entwicklung der Pflanzen von entscheidender Bedeutung und wiirde den

Domestizierungsprozess bei beiden Arten beschleunigen.
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3. Moglichleiten zur Verkiirzung des Generationszyklus von

Silphium perfoliatum L.

Wie im ersten Teil der vorliegenden Arbeit beschrieben wurde, erstreckt sich der natiirliche
Generationszyklus der Durchwachsenen Silphie (Silphium perfoliatum L.) iber zwei
Vegetationsperioden: Aus einem stratifizierten Samen keimt eine Jungpflanze, aus der im
Laufe der ersten Vegetationsperiode eine bodenstandige Rosette heranwéchst. Durch die tiber
Winter auftretende Kalteperiode zwischen den Vegetationsperioden wird die Pflanze
vernalisiert. Hierdurch wird gewahrleistet, dass die Durchwachsene Silphie nach
Wiederaustrieb zu Beginn der zweiten Vegetationsperiode in die generative Phase des
Entwicklungszyklus gelangt, Triebe ausbildet, bliitht und schliefllich eine neue Generation an
Samen hervorbringt. In folgenden Vegetationsperioden wird der zweite Teil des

Generationszyklus repliziert [1].

Die Ziichtung neuer, an die sich schnell verandernden Umweltbedingungen angepasste
Sorten bedarf in der Regel bei klassischen Ziichtungsmethoden mehr als zehn Jahre [93].
Durch Anwendung inzuchtbasierter Ziichtungsmethoden kann dies in etwa vier bis sechs
Generationen bewerkstelligt werden. Die Zucht von Feldkulturen, die den Grofiteil des
weltweiten Lebensmittelmarkts ausmachen, weist eine grofiere Generationsdauer auf, sodass

sich hier meist lediglich ein bis zwei Generationen pro Jahr bewerkstelligen lassen [94,95].

Im generellen Kontext ziichterischer Unternehmungen an Kulturpflanzen wird auf
unterschiedlichen Ebenen ein moglichst kurzer Generationszyklus angestrebt. So ist hierdurch
beispielsweise eine schnelle Anpassung der Kulturpflanze an klimatische Anderungen
moglich [95]. Einen anderen Aspekt stellen 6konomische Zielsetzungen dar, die durch die
Entwicklung und Anwendung von Schnellzuchtverfahren erreicht werden konnen. Hierzu
lasst durch gezielte Eingriffe in den Entwicklungszyklus der im Ziichtungsprozess
befindlichen Pflanze eine zeitliche Verkiirzung erzeugen [94,96,97]. Diese Verfahren beruhen
auf einer Beeinflussung der pflanzlichen Entwicklung durch Anpassung Lichtintensitat,
Temperatur, Bodenfeuchte, Nahrstoffverfiigbarkeit und Pflanzdichte, sowie Eingriffe in den
Hormonhaushalt der Pflanze wodurch sich eine verfrithte Bliite bzw. ein verfriihter

Samenansatz induzieren lassen [93]. Diese Mdoglichkeiten werden im Folgenden beschrieben.
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Durch Anpassung der Lichtintensitit, und -qualitdt sowie dem Licht- und Dunkelregime lasst
sich die Fotoperiode fiir die Férderung von einer optimalen Entwicklung der Kulturpflanze
einstellen [98]. Hierbei zeigen unterschiedliche Kulturpflanzenarten wie auch einzelne Sorten
unterschiedliche Anforderungen an das Lichtregime, was einer prazisen Einstellung bedarf
[93,99,100]. So wirkt sich die Lichtqualitdt auf das Pflanzenwachstum, die Fotosyntheserate,
die stomatdre Durchlédssigkeit sowie den Gehalt von interzellulirem CO: und die
Transpirationsrate aus [101]. Lichtquellen, die fotosynthetisch aktive Strahlung (PAR) im
Bereich von 400-700 nm mit einer Intensitdt von 360-650 umol/m?/s abgeben, wurden bei vielen
Kulturpflanzen, darunter Weizen (Triticum aestivum L.), Gerste (Hordeum wvulgare L.),
Kichererbsen (Cicer arietinum L.), Erbsen (Pisum sativum L.) und Raps (Brassica napus L.)
generationszeitverkiirzend angewendet [93,94,102], was sich durch die gleichbleibende

Fotosyntheserate iiber den gesamten Kulturzeitraum begriinden lasst [103].

So kann durch ein kontrolliertes Licht- und Temperaturmanagement und einer optimalen
Wasser- und Nahstoffversorgung eine Verkiirzung der Generationszeit erzielt werden.
Hierdurch kann die Generationszeit von Raps (Brassica napus L.) auf 73 Tage reduziert werden.

[94].

Die Luft- wie auch die Bodentemperatur beeinflussen mafigeblich das Keimverhalten und das
Wachstum und die Entwicklung von Pflanzen. Temperaturextrema wirken sich schnell
negativ auf die Geschwindigkeit der pflanzlichen Entwicklung — speziell auf den Ubergang
von vegetativer zu generativer Phase aus [104,105]. Optimale Keimungstemperaturen liegen
bei den meisten Kulturpflanzen zwischen zwolf und 30 °C, wahrend das Temperaturoptimum
fiir vegetatives Wachstum wie auch die generative Phase zwischen 25 und 30 °C liegt [93].
Eine Vernalisation durch geringe Temperaturen ist bei vielen Kulturpflanzen erforderlich, um

den Ubergang zum generativen Stadium zu beschleunigen bzw. zu gewahrleisten [1,106,107].

Durch Anpassung der Substratfeuchtigkeit lassen sich erhebliche Veranderungen in der
Pflanzenentwicklung erzeugen, die sich auf die erreichte Wuchshoéhe, die Dauer bis zum
Eintritt der Bliite wie auch den Samenansatz und die Samenreife beziehen [108,109]. Trocken-
wie auch Nassestress kann zu einer verfrithten Bliiteninduktion bzw. Samenreife fiihren, was
im Rahmen der Generationszeitverkiirzung genutzt werden kann [93]. Induzierter

Trockenstress ist hierbei eine hdufig angewendete Methode um an Weizen (Triticum aestivum),
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Gerste (Hordeum vulgare) und Perlhirse (Pennisetum glaucum L.) eine verfriihte Bliite durch die

Induktion einer ,Notbliite” einzuleiten [110,111].

Durch eine hohe Pflanzdichte und die so induzierte Lichtkonkurrent ldsst sich ein schneller
Ubergang von vegetativer zu generativer Pflanzenentwicklung einleiten, wobei hier davon
auszugehen ist, dass die Pflanzen ein verstarktes Langenwachstum ausweisen [112]. Dies kann

in der Kulturfiihrung allerdings zu Schwierigkeiten fiihren.

Eine weitere Moglichkeit zur Beschleunigung von pflanzlicher Entwicklung ist der gezielte
Einsatz von Phytohormonen. Pradestinierte Phasen fiir den Einsatz von Phytohormonen fiir
eine Entwicklungsbeschleunigung sind die Keimung wie auch die Blite bzw. der
Samenansatz [113]. Hierbei lassen sich unterschiedliche Reaktionen durch die Applikation von
Hormonen induzieren, die in Verbindung mit einer Regulation von Photoperiode und
Temperatur weiter gesteuert werden konnen. So ldsst sich beispielsweise durch die
Kombination von Auxin und Cytokinin in Form von Flurprimidol (0,3 puM), Indol-3-
Essigsaure (5,7 uM) und Zeatin (2,3 uM) die Bliite in-vitro zu 100 % und den Samenansatz
(90 %) bei der Ackerbohne (Vicia faba L.) induzieren [93,114].

Eine Explantation unreifer Samen in vitro in Kombination mit exogenen Phytohormonen im
Medium und ein optimales Lichtmanagement fiihrt bei Ackerschmalwand

(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) zur Reduktion der Generationszeit auf 20 bis 26 Tage [115].

Gerste (Hordeum vulgare L.) lasst eine Verkiirzung der Generationszeit auf 24 bis 36 Tage zu.
Hierbei werden durch ein optimiertes Licht-, Temperatur- und Nahrstoffmanagement
optimale Entwicklungsbedingungen geschaffen. Zusatzlich wird mittels eines Embryorescue-
Verfahrens und anschlieffender in-vitro-Kultur eine verfrithte Weiterentwicklung von
Embryonen zur Jungpflanze induziert [116]. Ein aquivalentes Vorgehen wird in der
Weizenziichtung (Triticum aestivum L.) angewandt, wobei hier die Entwicklungszeit mit 29 bis
41 Tagen etwas langer ist [117]. Zusatzlich lasst sich eine Generationszeitverkiirzung durch

eine Reduktion der Vernalisationszeit auf sechs bis zehn Wochen durchfiihren [118].

Eine Adaption dieser Methoden an die Durchwachsene Silphie ist moglich. So lasst sich durch
ein gezieltes Eingreifen in die Samen- bzw. Embryoentwicklung und eine anschlieffende

Inkulturnahme selbiger in vitro eine verfrithte Entwicklung zur Jungpflanze induzieren.
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Im Vorwege der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche der Verkiirzung der
Generationszeit von Silphium perfoliatum durch die Anwendung einer in-vitro-Embryokultur
wurden folgende Hypothesen aufgestellt. Die durchgefiihrten Untersuchungen werden im

Folgenden vorgestellt.

3.1 Forschungshypothesen

Hypothese 1
Verschiedene Akzessionen von Silphium perfoliatum und Embryonen unterschiedlichen Alters

eignen sich unterschiedlich gut fiir eine Weiterkultur der Embryonen in vitro.

Hypothese 2
Der Verbleib der Samenschale hat einen Einfluss auf das Weiterentwicklungsverhalten von

Silphium perfoliatum in vitro.

Hypothese 3
Durch die Applikation von Phytohormonen in das Zellkulturmedium ist ein Effekt auf das

Weiterentwicklungsverhalten des Embryos von Silphium perfoliatum in vitro zu beobachten.

68



3.2 Generationszeitverkiirzung durch die Weiterkultur unreifer Embryonen
bzw. Samen in vitro

3.2.1 Kultur unreifer Embryonen und Samen in vitro

Die Weiterentwicklung von pflanzlichen Embryonen findet in der Pflanzenziichtung wie auch
in grundlegenden Studien beziiglich pflanzenphysiologischer wie auch biochemischer
Prozesse Anwendung. Die Kultur unreifer Embryonen in vitro wird als eine probate Methode
angesehen, verminderte Fertilitaiten von Kreuzungen zu tiberwinden [119]. Unreife oder reife
zygotische Embryonen konnen aus ihrer natiirlichen Wachstumsumgebung extrahiert und auf
einem kiinstlichen Medium in vitro kultiviert werden, wodurch ein Ersatz fiir das Endosperm
ist und die weitere Entwicklung und die anschlieffende Keimung zu einer Pflanze ermdoglicht
werden kann [119-121]. Die Haupteinflussfaktoren fiir eine erfolgreiche Embryokultur
werden hierbei durch den verwendeten Genotypen, den Grad der Entwicklung des
entsprechenden Embryos zum Zeitpunkt der Explantation sowie der Zusammensetzung des

Mediums, welches fiir die in-vitro-Kultur verwendet wird aufgespannt [122].

Die Entwicklung des zygotischen Embryos im Endosperm wird in eine Reihe von Stadien
unterteilt. Charakteristische Stadien sind bei dikotylen Pflanzen das Kugel-, Herz-, Torpedo-
und Keimblattstadium bei dikotylen Pflanzen. Diese Einteilung zeigt nicht nur die
Veranderung der Embryonalform, sondern auch eine allmahliche Entwicklung hin zur
Unabhangigkeit in Bezug auf die Nahrstoffversorgung zur Mutterpflanze [69,119,123]. Fiir die
praktische Anwendung dieser Methoden, die eine Extraktion des Embryos aus dem
Endosperm einschliefien, liegt es nahe, dass spdtere Stadien der Embryonalentwicklung

einfacher zu handhaben sind [119].

Fiir die Kultur von unreifen Embryonen in vitro ist wurden in unterschiedlichen Studien eine
Vielzahl an Medien entwickelt, welche durch unterschiedliche Zusammensetzungen und
Konzentrationen von anorganischen Salzen, Zuckern, Vitaminen, Aminosduren, organischen
Hilfsstoffen (Hefe, Hefeextrakt, Malzextrakt und Kokosnusswasser) und
Pflanzenwachstumsregulatoren an die Bediirfnisse der jeweiligen Kultur angepasst wurden.

[119-121,123-125]

Neben den elterlichen Genotypen und der hiermit einhergehenden Praposition des Embryos,

benodtigt dieser entsprechend seines Alters und Entwicklungsstadiums differenzierte
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Wachstumsmedien fiir eine Kultur in vitro um ein optimales Wachstum zu erreichen. In der
Regel ist die Zusammensetzung des Mediums fiir unreife Embryonen kritischer als fiir
Embryonen fortgeschrittener Entwicklungsstadiums fiir eine Weiterkultur in vitro. Fiir weit
entwickelte Embryonen ist ein einfaches Medium mit geringer Nahrstoffkonzentration und
Zuckergehalt ausreichend um ein normales Wachstum zu gewdhrleisten. Embryonen junger
Entwicklungsstadien bendtigen jedoch ein komplexes Nahrmedium mit verschiedenen

organischen Zusatzen [119,125,126].

3.2.1.1 Material und Methoden

In einem ersten Versuch soll eine Methode zur Weiterkultur von Embryonen in vitro evaluiert
werden. Hierzu wurden Embryonen in 180-facher Wiederholung in vitro explantiert und
weiterkultiviert. Da eine erfolgreiche Kultivierung unreifer Samen in vitro nicht
ausgeschlossen werden kann und so eine Extraktion der Embryonen aus den Samen obsolet
werden wiirde, wurde diese Variante ebenfalls fiir den Ausgangsversuch in 180-facher
Wiederholung vorgenommen. Zudem sollte hierdurch untersucht werden, ob und inwiefern

eine Einflussnahme der Samenschale auf die Keimung bzw. auf die Weiterentwicklung in vitro

hat.

3.2.1.1.1 Akzessionsauswahl

Fiir diesen Versuch wurden zwei Akzessionen von Silphium perfoliatum untersucht. Ein
Kultivar, der heutzutage im kommerziellen Mafistab angebaut wird und urspriinglich aus
dem nordlichen Verbreitungsgebiet von Silphium perfoliatum stammt (TLL4). Zudem wurde

ein becherloser Wildtyp aus dem stidlichen Verbreitungsgebiet untersucht (5P26).

3.2.1.1.2 Samenerzeugung

Zu Beginn des Versuchs wurde durch handisches Bestauben Populationssaatgut erzeugt.
Hierzu wurde einige Tage vor Offnung der Bliite ein feinmaschiger Netzbeutel iiber die
Knospe gestiilpt, um eine unbeabsichtigte Bestaubung durch Insekten zu vermeiden. Sobald
die Naben der Zungenbliiten einer Bliite freilagen, wurde unmittelbar vorher gesammelter
Pollen derselben Akzession appliziert und so eine Bestdubung vorgenommen. Um eine
Sekundarbestaubung durch Insekten zu vermeiden, wurde der Netzbeutel nach der
Bestaubung erneut angebracht. Die Samenerzeugung fand im Gewdachshaus bei einer
Temperatur von 22 °C und einer Lichtintensitat von 7 kilx tiber 12 Stunden als konstante

Zielgrofe statt.
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3.2.1.1.3 Aufbereitung der Samen bzw. Embryonen fiir die Zellkultur

Nach Ablauf definierter Entwicklungszeitraume wurden die bestdubten Bliiten geerntet.
Anschliefend wurden die Samen aus den Bliiten ausgeldost und in 70 prozentiger
Ethanollosung fiir 60 Sekunden gespiilt. Anschliefend wurden die Samen in einer
Natriumhypochlorid-Lésung (1,4 %) fiir zwanzig Minuten sterilisiert. In einem letzten Schritt
wurde eine Neutralisierung der Sterilisationslosung mit entmineralisiertem Wasser

vorgenommen.

3.2.1.1.4 Zellkultur

Im Rahmen der Embryokultur wurden die Embryonen in einem Zwischenschritt der
Samenschale entnommen und anschliefiend in vitro kultiviert. Fiir die Kultur vollstandiger
Samen konnte dieser Schritt aufSer Acht gelassen werden, sodass diese direkt in vitro {iberfiihrt

werden konnten.

Um den Einfluss des Alters des Embryos bzw. des Samens auf die Weiterentwicklungsrate
in vitro zu evaluieren, wurden die fiir den Versuch in Betracht kommenden Varianten an die
Dauer der Entwicklungs- bzw. Reifezeit der Pflanze angepasst. So wurden Samen und

Embryonen eines Alters von 7, 10, 14, 21, 28, 35 und 42 Tagen untersucht.

Fiir beide Varianten wurde ein 0,5 x MS-Medium + Gamborg B5 (pH 5,5) verwendet [127,128].
Hierzu wurden je Liter Medium 2,2 g MS-Medium + Gamborg B5, 30 g Saccharose und 7 g
Agar-Agar verwendet. Die Samen- bzw. Embryo-in-vitro-Kultur wurde bei einer Temperatur
von 25 °C und einer Lichtintensitit von 200 pmol m~2 s fiir 24 Stunden am Tag in einem

Pflanzenschrank kultiviert. Die Kultur erfolgte in Petrischalen.

3.2.1.1.5 Datenerhebung

Die Gewebekultur wurde in regelmafligen Abstidnden iiber einen Zeitraum von 65 Tagen
bonitiert. Hierbei wurde das Sichtbarwerden von griinen Bereichen, die Bildung einer
Primdrwurzel wie auch die Entwicklung des ersten Laubblattes als bedeutende
Entwicklungsschritte definiert und erfasst. Wurden alle Entwicklungsmerkmale durchlaufen

bzw. ausgebildet, galt die Jungpflanze als vollstandig entwickelt.

3.2.1.1.6 Datenverarbeitung
Die erfassten Daten wurden akzessionsspezifisch aufgearbeitet. Hierzu wurden in erster
Instanz die relativen Haufigkeiten vollentwickelter Jungpflanzen tiber den zeitlichen Verlauf
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des Versuchs in einem Diagramm dargestellt. In zweiter Instanz wurden die nach 65 Tagen
erreichten relativen Haufigkeiten vollentwickelter Jungpflanzen auf statistisch signifikante
Unterschiede  untersucht. Die  statistischen  Berechnungen unterliegen einem
Konfidenzintervall von 95 %. Homogene Untergruppen wurden mittels des Tukey-Tests

(Post-hoc-Test) ermittelt.

3.2.1.2 Ergebnisse
Die Ergebnisse dieses Versuchs werden separat fiir jede Akzession dargestellt. Die
Darstellungen beziehen sich auf einen Versuchsumfang von 180 Embryonen bzw. Samen je

Variante.

3.2.1.2.1 Weiterentwicklung unvollstindig entwickelter Embryonen zu vollentwickelten
Jungpflanzen in vitro
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Abbildung 22 - Relative Hiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus unvollstindig entwickelten Embryonen (E) von SP26
im Zeitverlauf von 65 Tagen in Kultur mit unterschiedlichem Alter (Tage nach Bestiubung), kultiviert auf 0,5 MS-Medium,
Lichtintensitit: 200 pmol m=2 s~1, Temperatur 25 °C; (n = 180). Kultur der Mutterpflanzen im Gewdichshaus, Mirz 2020,

Campus Klein-Altendorf, Friedrich-Wilhelms-Universitit Bonn

Abbildung 22 zeigt auf der Abszisse den Zeitverlauf in Tagen. Auf der Ordinate sind die
relativen Haufigkeiten der aus den Embryonen des Wildtyp SP26 entstandenen
vollentwickelten Jungpflanzen aufgetragen. Dieses Stadium wurde durch das vollstandige

Aufklappen der Keimblatter, das Vorhandensein von griiner Farbung der Keim- wie auch
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Laubblatter, einer Primarwurzel wie auch eines Laubblattes definiert. Mittels unterschiedlich

gefdarbter Graphen wurden die einzelnen Varianten dargestellt.

Es zeigt sich, dass Embryonen der Akzession SP26 mit einem Alter von 7 bzw. 10 Tagen eine
stark verminderte Entwicklungsrate aufweisen. Zudem ist die Entwicklung stark verzogert.
So ist zu erkennen, dass lediglich bei Embryonen von zehn Tagen nach ca. 44 Tagen in vitro

etwa 3% eine vollstandige Entwicklung durchlaufen.

Mit steigendem Alter nimmt auch die relative Haufigkeit der vollentwickelten Jungpflanzen
zu. So zeigt die 14 Tage alte Variante einen relativ linearen Zuwachs der relativen Haufigkeit
vollentwickelter Embryonen. Erste Embryonen sind hier bereits nach 20 Tagen vollstandig
entwickelt. Nach 65 Tagen in vitro sind etwa 15% der Embryonen vollstandig zur Jungpflanze
entwickelt. 21 und 28 Tage alte Embryonen zeigen eine hohere relative Entwicklungsrate von
etwa 50 bzw. 40%. Erste vollentwickelte Jungpflanzen sind nach 18 Tagen vorhanden. Der
Verlauf der Zunahme lésst sich als Sattigungskurve beschreiben. 35 Tage alte Embryonen
zeigen die hochste relative Entwicklungsrate mit etwa 57%. Es féllt auf, dass der Anstieg der
relativen Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen deutlich verfriiht auftritt. Ahnliches zeige
sich bei 42 Tage alten Embryonen, wobei die relative Haufigkeit schlussendlich mit etwa 30%
vollentwickelter Jungpflanzen deutlich unterhalb der relativen Haufigkeit der 35 Tage alten
Embryonen liegt. Bei 35 wie auch 42 Tage alten Embryonen reduziert sich die

Entwicklungszeit erster vollentwickelter Jungpflanzen auf 13 bzw. 15 Tage.
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Abbildung 23 - Relative Hiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus unvollstindig entwickelten Embryonen (E) von SP26
nach 65 Tagen in vitro, kultiviert auf 0,5 MS-Medium, Lichtintensitit: 200 pmol m2s71, Temperatur 25°C; (n = 180).
Ermittlung der homogenen Untergruppen mittels ANOVA und Post-hoc-Test (Tukey-Test) mit einem Konfidenzintervall von
95 %.

In Abbildung 23 ist auf der Abszisse die in diesem Versuch untersuchten Embryovarianten
der SP26 dargestellt. Die Ordinate zeigt die relativen Haufigkeiten vollentwickelter
Jungpflanzen nach 65 Tagen in vitro. Zwischen den untersuchten Varianten liegen statistisch
signifikante Unterschiede vor (p = 5,41 x 10%). Homogene Untergruppen, bzw. signifikante
Unterschiede sind am Diagramm ersichtlich. Auffallig ist, dass die grofite relative
Entwicklungsrate bei Embryonen eines Alters von 21 bis 35 Tagen am grofiten war, 42 Tage
alte Embryonen jedoch signifikant geringere relative Haufigkeiten aufweisen. Embryonen

geringeren Alters zeigen eine verminderte relative Haufigkeit vollentwickelter Pflanzen.
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Abbildung 24 - Relative Hiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus unvollstindig entwickelten Embryonen (E) von TLL4
im Zeitverlauf von 65 Tagen in Kultur mit unterschiedlichem Alter (Tage nach Bestiubung), kultiviert auf 0,5 MS-Medium,
Lichtintensitit: 200 umol m=2 s71, Temperatur 25 °C; (n = 180). Kultur der Mutterpflanzen im Gewdchshaus, Mirz 2020,

Campus Klein-Altendorf, Friedrich-Wilhelms-Universitit Bonn

Abbildung 24 zeigt auf der Abszisse den Zeitverlauf in Tagen. Auf der Ordinate sind die
relativen Haufigkeiten der aus den Embryonen der kommerziell angebauten Akzession TLL4
entstandenen vollentwickelten Jungpflanzen aufgetragen. Dieses Stadium wurde durch das
vollstandige Aufklappen der Keimblatter, das Vorhandensein von griiner Farbung der Keim-
wie auch Laubblatter, einer Primarwurzel wie auch eines Laubblattes definiert. Mittels

unterschiedlich gefarbter Graphen wurden die einzelnen Varianten dargestellt.

Es lasst sich erkennen, dass Embryonen dieser Akzession mit einem Alter von 7 bzw. 10 Tagen
lediglich geringe relative Haufigkeiten vollentwickelter Jungpflanzen in vitro zeigen. Diese
liegen bei etwa 2 % bzw. 6%. Der Zeitpunkt, an dem erste Embryonen zu vollentwickelten
Jungpflanzen herangewachsen sind, liegt bei 39 bzw. bei 21 Tagen nach Inkulturnahme
in vitro. 28 wie auch 35 Tage alte Embryonen zeigen ein sehr dhnliches Entwicklungsverhalten.
So ist zu erkennen, dass sich in beiden Varianten nach 65 Tagen in vitro etwa 30% der
Jungpflanzen weiterentwickelt haben. Erste vollentwickelte Jungpflanzen treten nach etwa elf
Tagen auf. Der Verlauf beider Graphen beschreibt eine Sattigungskurve. Die Variante mit 14
Tage alten Embryonen zeigen nach 65 Tagen eine relative Haufigkeit vollentwickelter

Jungpflanzen von etwa 40%. Nach elf Tagen in vitro sind erste vollentwickelte Jungpflanzen
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zu erkennen. Die Graphen der Varianten mit 21 bzw. 42 Tage alten Embryonen zeigen eine 48-
bzw. 53 prozentige relative Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen. Es fallt auf, dass die
Entwicklungsrate bei 42 Tage alten Embryonen deutlich beschleunigt ablauft, sodass ein
Grofiteil der gesamten relativen Haufigkeit nach einem Drittel der Kulturzeit in vitro erreicht
ist. Entsprechend haben sich nach einem Zeitraum von sieben Tagen in vitro erste
Jungpflanzen entwickelt. Die Graphen beider Varianten zeigen den Verlauf einer

Sattigungskurve.
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Abbildung 25 - Relative Hiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus unvollstindig entwickelten Embryonen (E) von TLL4
nach 65 Tagen in vitro, kultiviert auf 0,5 MS-Medium, Lichtintensitit: 200 pmol m=2 s=1, Temperatur 25°C; (n = 180).
Ermittlung der homogenen Untergruppen mittels ANOVA und Post-hoc-Test (Tukey-Test) mit einem Konfidenzintervall von
95 %.

In Abbildung 25 ist auf der Abszisse die in diesem Versuch untersuchten Embryovarianten
der kommerziell angebauten TLL4 dargestellt. Die Ordinate zeigt die relativen Haufigkeiten
vollentwickelter Jungpflanzen nach 65 Tagen in vitro. Es liegen statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den Varianten vor (p = 2,17 x 10-%). Homogene Untergruppen, bzw.
signifikante Unterschiede sind am Diagramm ersichtlich. Auffallig ist, dass die grofite relative
Entwicklungsrate bei Embryonen eines Alters von 14, 21 und 42 Tagen am grofdten ist. Hier
liegt kein signifikanter Unterschied vor. 28 und 35 Tage alte Embryonen zeigen eine signifikant

geringere Entwicklungsrate.

76



3.2.1.2.2 Weiterentwicklung unvollstandig entwickelter Samen zu vollentwickelten

Jungpflanzen in vitro
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Abbildung 26 - Relative Hiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus unvollstindig entwickelten Samen (S) von SP26 im
Zeitverlauf unterschiedlichen Alters (Tage nach Bestiubung), kultiviert auf 0,5 MS-Medium, Lichtintensitit:
200 pmol m=2 s 71, Temperatur 25 °C; (n = 180). Kultur der Mutterpflanzen im Gewdchshaus, Mirz 2020, Campus Klein-
Altendorf, Friedrich-Wilhelms-Universitit Bonn

Abbildung 26 zeigt auf der Abszisse den Zeitverlauf in Tagen. Auf der Ordinate sind die
relativen Haufigkeiten der aus den Embryonen des Wildtyps SP26 entstandenen
vollentwickelten Jungpflanzen aufgetragen. Dieses Stadium wurde durch das vollstandige
Aufklappen der Keimblitter, das Vorhandensein von griiner Farbung der Keim- wie auch
Laubblatter, einer Primarwurzel wie auch eines Laubblattes definiert. Mittels unterschiedlich

gefarbter Graphen sind die einzelnen Varianten dargestellt.

Die Samen eines Alters von 35 Tagen weisen die hochste relative Haufigkeit der vollstandigen
Entwicklung von Jungpflanzen auf. Nach 65 Tagen in vitro sind 14% der Jungpflanzen
gekeimt. Bei 42 Tage alten Samen keimen etwa 4%. Alle anderen Varianten zeigen keine

Reaktion.
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Abbildung 27 - Relative Hiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus Samen von SP26 nach 65 Tagen in vitro; kultiviert auf
0,5 MS-Medium, Lichtintensitit: 200 ymol m~2 s~%, Temperatur 25°C; (n = 180). Ermittlung der homogenen Untergruppen

mittels ANOVA und Post-hoc-Test (Tukey-Test) mit einem Konfidenzintervall von 95 %.

In Abbildung 27 wird auf der Abszisse die in diesem Versuch untersuchten Embryovarianten
der SP26 dargestellt. Die Ordinate zeigt die relativen Haufigkeiten vollentwickelter
Jungpflanzen nach 65 Tagen in vitro. 35 bzw. 42 Tage alte Samen zeigen eine relative
Entwicklungsrate von 14 % bzw. 4 %. Es liegen signifikante Unterschiede zwischen den
untersuchten Varianten vor. (p = 0,00268) Homogene Untergruppen, bzw. signifikante
Unterschiede sind am Diagramm ersichtlich. Auffallig ist, dass lediglich 35 bzw. 42 Tage alte
Samen eine Reaktion auf die Inkulturnahme in vitro zeigen. 35 Tage alte Samen weisen eine

signifikant hohere rel. Entwicklungsrate in vitro auf als alle anderen Varianten.
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Abbildung 28 - Relative Hiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus unvollstindig entwickelten Samen (S) von TLL4 im
Zeitverlauf unterschiedlichen Alters (Tage nach Bestiubung), kultiviert auf 0,5 MS-Medium, Lichtintensitit:
200 pmol m=2 571, Temperatur 25 °C; (n = 180). Kultur der Mutterpflanzen im Gewdchshaus, Mirz 2020, Campus Klein-

Altendorf, Friedrich-Wilhelms-Universitit Bonn

Abbildung 28 zeigt auf der Abszisse den Zeitverlauf in Tagen. Auf der Ordinate sind die
relativen Haufigkeiten der aus den Samen der kommerziell angebauten TLL4 entstandenen
vollentwickelten Jungpflanzen aufgetragen. Dieses Stadium wurde durch das vollstandige
Aufklappen der Keimblatter, das Vorhandensein von griiner Farbung der Keim- wie auch
Laubblatter, einer Primarwurzel wie auch eines Laubblattes definiert. Mittels unterschiedlich

gefarbter Graphen sind die einzelnen Varianten dargestellt.

Die Variante mit 21 Tage alten Samen zeigt eine relative Keimrate von unter 1%. 28 bzw. 35
Tage alte Samen zeigen eine Keimrate unter 10%. Alle weiteren Varianten nach 65 Tagen

zeigen keine Reaktion auf die Kultivierung in vitro.
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Abbildung 29 - Relative Hiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus Samen von TLL4 nach 65 Tagen in vitro, kultiviert auf
0,5 MS-Medium, Lichtintensitit: 200 ymol m~2 s~%, Temperatur 25°C; (n = 180). Ermittlung der homogenen Untergruppen

mittels ANOVA und Post-hoc-Test (Tukey-Test) mit einem Konfidenzintervall von 95 %.

In Abbildung 29 wird auf der Abszisse die in diesem Versuch untersuchten Embryovarianten
der TLL4 dargestellt. Die Ordinate zeigt die relativen Haufigkeiten vollentwickelter
Jungpflanzen nach 65 Tagen in vitro. Es liegen keine signifikanten Unterschiede zwischen den

untersuchten Varianten vor.

80



3.2.1.3 Diskussion

3.2.1.3.1 Unterschiede innerhalb der Embryokultur

Bei Betrachtung des Wildtyps SP26 fiel auf, dass die relativen Haufigkeiten der vollstandigen
Entwicklung der Jungpflanzen aus Embryonen bei den ,jungen” Varianten selten auftreten.
Mit zunehmendem Alter zeichnete sich jedoch ab, dass die relativen Haufigkeiten
vollentwickelter Jungpflanzen aus Embryonen zunehmen. Dies ldsst sich darin begriinden,
dass die Embryonen eine gewisse Grofie bzw. eine gewisse Entwicklungsstufe erreicht haben
miissen, um sich in vitro zur Jungpflanze weiterentwickeln zu kénnen. Die Kultur von sehr
jungen Embryonen (7 und 10 Tage) zeigte ebenfalls lediglich geringe relative
Entwicklungsraten, was mit dem jeweils frithen Entwicklungsstadium erkldrt werden kann.
Eine Adaption der Methode konnte hier fiir bessere Ergebnisse sorgen. Solche Beobachtungen
lielen vorangegangene Versuche ebenfalls zu [56]. Im Gegensatz zu den dort veroffentlichten
Ergebnissen zeigte der vorliegende Versuch, dass im weiteren Verlauf der Entwicklung bzw.
Abreife der Samen an der Pflanze die relative Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus
Embryonen wieder abnahm (vgl. Greve et al. (2020) [56]). So sind —verglichen mit 21, 28 bzw.
35 Tage alten Embryonen — signifikant geringere relative Entwicklungsraten bei 42 Tage alten
Embryonen zu verzeichnen. Dies ldsst sich anhand des vom Embryo ausgepragten
Dormanzverhalten erklédren, das im Laufe der Entwicklung bzw. Abreife ausgepragt wird, um
eine Keimruhe aufrechtzuerhalten [56]. @kologisch wird hierdurch sichergestellt, dass eine
Keimung erst zu Beginn der folgenden Vegetationsphase eintritt [129]. Nach Penfield (2017)
wird dieses als Dormanz beschrieben, bei der sich der Embryo in eine morphologische
Ruhephase begibt [130]. Dies betraf im beschriebenen Versuch lediglich die &lteste Variante
von SP26 (42 Tage alte Embryonen).

Ferner fiel auf, dass sich Embryonen hoherer Entwicklungsstadien in kiirzerer Zeit in vitro zur
vollstandigen Jungpflanze entwickelt haben. Dies lasst sich durch das Voranschreiten der
embryonalen  Entwicklung  begriinden. So  erreichten = Embryonen  hdoheren
Entwicklungsstadiums zeitlich eher die endgiiltige relative Haufigkeit vollentwickelter
Jungpflanzen von weniger weit entwickelten Embryonen. Diese Anpassung lasst sich auf eine
bessere Verfiigbarkeit von Nahrstoffen und Energietragern zuriickfithren, die zu den

entsprechenden embryonalen Entwicklungsstadien noch nicht in langfristigen Strukturen
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eingelagert sind [130]. Im Kontext mit der Entwicklung einer Dormanz ist ein solches Bild

erklarbar.

Die am Wildtyp SP26 erkennbaren Regelmafsigkeiten waren bei Betrachtung der Ergebnisse
der Embryokultur der Akzession TLL4 lediglich eingeschrankt wiederzufinden. Es zeigte sich
im Gegensatz zur SP26 ein signifikanter Einbruch der relativen Haufigkeit vollentwickelter
Jungpflanzen aus 28 und 35 Tage alten Embryonen. Gleichzeitig zeigten 21 wie auch 42 Tage
alte Embryonen keinen signifikanten Unterschied in der relativen Haufigkeit vollentwickelter
Jungpflanzen. Einerseits liefie sich an dieser Stelle die These postulieren, dass die Dormanz
bei dieser Akzession eher eintrat als beim Wildtyp SP26, andererseits steht dem entgegen, dass
42 Tage alte Embryonen die hochste relative Entwicklungsrate zeigten. Da es
unwahrscheinlich ist, dass die Dormanz durch Stratifikation innerhalb des zeitlichen
Abstandes von 7 Tagen (35 bzw. 42 Tage alte Embryonen) gebrochen wurde, bedarf es hier

weiterer Forschung.

Die relativen Entwicklungsraten 14 Tage alter Embryonen von TTL4 weisen deutlich héhere
Werte als beim Wildtyp SP26 auf. Durch unbeabsichtigte ziichterische Selektion der
schnellkeimenden Individuen kann hier ein Domestikationssyndrom aufgetreten sein, der ein

solches Verhalten einiger Jungpflanzen verstarkt [72].

3.2.1.3.2 Unterschiede innerhalb der Samenkultur

Die Kultur unreifer Samen in vitro zeigte bei beiden Akzessionen in allen Varianten relativ
geringe Keimraten. Einzig 35 Tage alte Samen des Wildtyps SP26 zeigten nach 65 Tagen
in vitro signifikant hohere relative Entwicklungsraten. Dies kann einerseits daran gelegen
haben, dass Embryonen im Inneren nicht ausreichend entwickelt waren, um die Samenschale
zu offnen. Andererseits konnte ein Teil der Gesamtdormanz durch bestimmte Inhaltsstoffe in
der Samenschale begriindet sein [129]. Dies deutet weiterhin auf ein Dormanzverhalten hin,
welches sich auf eine Embryo-Samenschalen-Interaktion zurtiickfiithren ldsst [131]. Ferner
verfligt die tiberwiegende Mehrheit aller dormanzauspragenden Pflanzen iiber die Fahigkeit
die Samen in eine physiologische Dormanz zu versetzen. Dies beschreibt ein
Uberdauerungsstadium, das entweder vom Embryo oder dem umgebenden
Endospermgewebe initiiert werden kann. Diese physiologische Dormanz verwendet
keimhemmende Hormone zur Verhinderung der Keimung in Abwesenheit der spezifischen

Initiierung durch Umwelteinfliisse, die die Keimung férdern [130]. Ferner wird diese These
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damit untermauert, dass die Keimung der Samen trotz optimaler Bedingungen nur sehr

bedingt eintritt [132].

3.2.1.3.3 Unterschiede zwischen Embryo- und Samenkultur

Schnell fiel auf, dass die Embryokultur beider im Versuch untersuchten Akzessionen von
Silphium  perfoliatum deutlich hohere relative Entwicklungsraten aufwiesen als die
Samenkultur selbiger Akzessionen. Wie bereits beschrieben, konnte dies einerseits am
physischen Vorhandensein der Samenschale anderseits an in der Samenschale eingelagerten
Inhaltsstoffen liegen. Ebenfalls kann ein Zusammenspiel von samenschalen- und

embryobedingter Dormanz nicht ausgeschlossen werden [131].

In einem Folgeversuch soll evaluiert werden, ob die Dormanz durch das physische

umschliefsen der Samenschale oder durch eine inhaltstoffliche Komponente ausgel6st wird.
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3.2.2 Untersuchung des Samenschaleneinflusses auf die in-vitro-Kultur unreifer
Embryonen

Im Rahmen dieses Versuchs soll untersucht werden, welchen Einfluss mogliche Inhaltsstoffe
der Samenschale auf das Dormanz- bzw. Entwicklungsverhalten der Embryonen haben. Wie
im vorangegangenen Versuch gezeigt werden konnte, liegen grofle Unterschiede in der
relativen Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen zwischen den Embryonen und Samen vor.
Vergleichbare Ergebnisse wurden in vorangegangenen Studien beschrieben. So zeigt sich eine
deutlich erhohte Entwicklungsrate von Jungpflanzen aus unreifen Embryonen verglichen mit
ganzem Samen bei der Sonnenblume (Helianthus annuus L.). Hierbei wird ferner postuliert,
dass dieser Unterschied auf eine samenschaleninduzierte Dormanz zuriickzufiihren ist [133].
Die Samenschale hat einen starken Einfluss auf das Keimungsverhalten von Embryonen. So
verhindert diese durch ihre physiologische Struktur das Eindringen von Wasser und Gasen,
wodurch die Keimung iiber einen langen Zeitraum verzogert werden kann [134,135], wodurch
die Keimungsinduktion in einem bestimmten Rahmen unterdriickt werden kann, um prekare
Wachstumskonditionen fiir die entstandene Jungpflanze zu iiberbriicken [134].

Die Dormanz wird nicht ausschliefdlich {iber die Samenschale, sondern ebenfalls mafigeblich
vom Embryo beeinflusst [135,136]. Eine mafigeblich wichtige Rolle spielen bei der
Aufrechterhaltung der Samenruhe bzw. der Keimungsinduktion die Phytoregulatoren
Gibberellinsudure (GA) [137] und Abscisinsdaure (ABA) [138]. Im Folgenden wird auf eine
Differenzierung von unterschiedlichen Gibberellinsauren bzw. Abscisinsdauren verzichtet.
Durch vorangegangene Versuche an Embryonen von Helianthus annuus L. konnte festgestellt
werden, dass eine in-situ-ABA-Synthese die Embryonenruhe aufrechterhalten kann. Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass eine Unterdriickung der ABA-Synthese die Keimung induziert.
Daraus wurde geschlussfolgert, dass ABA die Keimung hemmt. Da exogene Abscisinsdure
allerdings keine Dormanz induzieren kann, wird vermutet, dass ein Prozess, der mit der
Synthese eines Inhibitors zusammen hangt, erforderlich ist, um die Keimruhe zu induzieren
[139]. Ferner wurde gezeigt, dass ABA die GA-Biosynthese wiahrend der Samenentwicklung
und -keimung negativ regulieren kann [140]. GA hingegen ist zum Brechen der Keimruhe
bzw. zur Induktion der Keimung an sich notwendig. GA {iberwindet die
Keimungsbeschrankungen, die sowohl durch die Samenschale als auch durch die ABA-

bezogene Embryonenruhe auferlegt werden kénnen [135,141].
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Debeaujon et al. (2020) haben beschrieben, dass die Samenschale das Keimungsverhalten von
Embryonen beeinflusst. Anhand vollstindiger Samen und préparierter Embryonen von
Arabidopsis thaliana L. wurde herausgefunden, dass Wildtypen ohne Samenschale deutlich
besser keimten als jene mit vollstandiger Samenschale [142]. Die Samenschale hat somit einen
starken Einfluss auf dormante Samen. Einer der Einfliisse ist gekennzeichnet durch ABA-
Abgabe an den Embryo, wodurch die Keimung unterdriickt werden kann. Im Rahmen der
Untersuchung dieser Effekte wurde festgestellt, dass diese rein von der maternalen
Samenschale ausgehen und somit unabhéngig vom Endosperm sind [143]. Allerdings liegen
zwischen Endosperm und Embryo Wechselwirkungen vor, die durch aktive Sekretion von
Botenstoffen das Keimungsverhalten beeinflussen konnen [144].

Nicht nur das Verhaltnis zwischen ABA und GA spielt eine wichtige Rolle bei der Keimung,
sondern auch das Verhaltnis zwischen ABA und reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). ROS und
ABA wirken im Embryo nach der Aufnahme antagonistisch, um die Samenruhe und -keimung
zu regulieren [145]. Auch in Helianthus annuus L. haben ROS eine zentrale Rolle bzgl. der
Samenkeimung und -ruhe. ROS interagieren auf Transkriptionsebene mit dem ABA-
Signalweg. Dies geschieht hauptsachlich durch eine verringerte Transkription. Somit kann
angenommen werden, dass ROS einen Einfluss auf die Transkription von Keimungshemmern
haben und nicht die hormonbezogenen Gene beeinflussen konnen, die die Keimung férdern

[146].
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3.2.2.1 Material und Methoden

In einem auf den Versuch ,3.2.1 Kultur unreifer Embryonen und Samen in vitro” aufbauenden
Versuch soll untersucht werden, wie die im vorangegangenen Versuch beschriebenen
Unterschiede zwischen der Kultur von extrahierten Embryonen und der Kultur von ganzen
Samen zustande kommen. Hierbei soll das Dormanzverhalten als samenschaleninduzierte
Keimhemmung bzw. die Verminderung der Keimrate durch das Vorhandensein der den
Embryo umschlieflenden Samenschale in vitro untersucht werden. Hierzu wurden Samen in

120-facher Wiederholung in vitro explantiert und weiterkultiviert.

3.2.2.1.1 Akzessionsauswahl
Fiir diesen Versuch wurde eine Akzession von Silphium perfoliatum untersucht. Hierfiir wurde

auf einen Wildtyp auf dem stidlichen Verbreitungsgebiet (SP26) zuriickgegriffen.

3.2.2.1.2 Samenerzeugung

Zu Beginn des Versuchs wurde durch handisches Bestauben Populationssaatgut erzeugt.
Hierzu wurde einige Tage vor Offnung der Bliite ein feinmaschiger Netzbeutel {iber die
Knospe gestiilpt, um eine unbeabsichtigte Bestaubung durch Insekten zu vermeiden. Sobald
die Naben der Zungenbliiten einer Bliite freilagen, wurde unmittelbar vorher gesammelter
Pollen derselben Akzession appliziert und so eine Bestaubung vorgenommen. Um eine
Sekundarbestaubung durch Insekten zu vermeiden, wurde der Netzbeutel nach der
Bestaubung erneut angebracht. Die Samenerzeugung fand im Gewdchshaus bei einer
Temperatur von 22 °C und einer Lichtintensitat von 7 kix tiber 12 Stunden als konstante

Zielgrofe statt. Die Ernte fiir diesen Versuch fand nach 21 Tagen Entwicklungszeit statt.

3.2.2.1.3 Aufbereitung der Embryonen fiir die Zellkultur

Nach Ablauf der Entwicklungszeit wurden die bestaubten Bliiten geerntet. Anschliefiend
wurden die Samen aus den Bliiten ausgeldst und in 70 prozentiger Ethanollosung fiir 60
Sekunden gespiilt. Anschlieffend wurden die Samen in einer Natriumhypochlorid-Lésung
(1,4 %) fir zwanzig Minuten sterilisiert. In einem letzten Schritt wurde eine Neutralisierung

der Sterilisationslosung mit entmineralisiertem Wasser vorgenommen.

3.2.2.1.4 Zellkultur
Im Rahmen der Embryokultur wurden die Embryonen in einem Zwischenschritt der

Samenschale enthommen und anschlie3end in vitro kultiviert.
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Fiir alle Varianten wurde ein 0,5 x MS-Medium + Gamborg B5 (pH 5,5) verwendet [127,128].
Hierzu wurden je Liter Medium 2,2 g MS-Medium + Gamborg B5, 30 g Saccharose und 7 g
Agar-Agar verwendet. Die Embryo-in-vitro-Kultur wurde bei einer Temperatur von 25 °C und
einer Lichtintensitit von 200 pmol m~2 s~ fiir 24 Stunden am Tag in einem Pflanzenschrank

kultiviert. Die Kultur erfolgte in Petrischalen.

Um eine physisch bedingte Keimhemmung ausschlieffen zu konnen, wurden in einem ersten
Schritt Samenschalen separiert. Diese wurden anschlieffend fein vermahlen und dem
Zellkulturmedium in unterschiedlichen Konzentrationen vor der Autoklavierung bei 121 °C

zugesetzt. Die angegebenen Konzentrationen wurden gravimetrisch eingestellt.

In Tabelle 8 sind die untersuchten Varianten dargestellt.

Tabelle 8 - Untersuchte Varianten unterschiedlicher Samenschalenkonzentrationen

Variante (V) Samenschalenkonzentration in Gew.-% Bemerkung
1 0,1 %

2 1%

3 10 %

4 0 % pH-Wert an V3 angepasst
5 0 % (Kontrolle)

3.2.2.1.5 Datenerhebung

Die Gewebekultur wurde in regelmafligen Abstdnden {iber einen Zeitraum von 65 Tagen
bonitiert. Hierbei wurde das Sichtbarwerden von griinen Bereichen, die Bildung einer
Primdrwurzel wie auch die Entwicklung des ersten Laubblattes als bedeutende
Entwicklungsschritte definiert und erfasst. Wurden alle Entwicklungsmerkmale durchlaufen

bzw. ausgebildet, galt die Jungpflanze als vollstandig entwickelt.

3.2.2.1.6 Datenverarbeitung

Die erfassten Daten wurden variantenspezifisch aufgearbeitet. Hierzu wurden in erster
Instanz die relativen Haufigkeiten vollentwickelter Jungpflanzen tiber den zeitlichen Verlauf
des Versuchs in einem Diagramm dargestellt. In zweiter Instanz wurden die nach 65 Tagen
erreichten relativen Haufigkeiten vollentwickelter Jungpflanzen auf statistisch signifikante

Unterschiede  untersucht. Die statistischen = Berechnungen unterliegen einem
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Konfidenzintervall von 95 %. Homogene Untergruppen wurden mittels des Tukey-Tests

(Post-hoc-Test) ermittelt.

3.2.2.2 Ergebnisse

Die Darstellungen beziehen sich auf einen Versuchsumfang von 120 Embryonen je Variante.
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Abbildung 30- Relative Héiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus Embryonen von SP26 im Zeitverlauf von 65 Tagen mit
unterschiedlich hohem Samenschalenanteil im Medium, kultiviert auf 0,5 MS-Medium und Zusatz variantenabhingigen
Samenschalenmenge, Lichtintensitit: 200 pmol m=2 s~1, Temperatur 25°C; (n = 120). Kultur der Mutterpflanzen im

Gewiichshaus, August 2020, Campus Klein-Altendorf, Friedrich-Wilhelms-Universitit Bonn

Abbildung 30 zeigt auf der Abszisse den Zeitverlauf in Tagen. Auf der Ordinate sind die
relativen Haufigkeiten der aus den Embryonen des Wildtyp SP26 entstandenen
vollentwickelten Jungpflanzen. Dieses Stadium wurde durch das vollstandige Aufklappen der
Keimblatter, das Vorhandensein von griiner Farbung der Keim- wie auch Laubblatter, einer
Primadrwurzel wie auch eines Laubblattes definiert. Mittels unterschiedlich gefarbter Graphen

sind die einzelnen Varianten dargestellt.

Variante 1, 4 und 5 verlauft nahezu identisch. So sind erste vollentwickelte Jungpflanzen nach
12 bis 15 Tagen in vitro zu erkennen. Nach 65 Tagen in vitro war eine relative Haufigkeit
vollentwickelter Jungpflanzen von etwa 55 % erreicht. Die Zunahme der relativen Haufigkeit

lasst sich durch eine Sattigungskurve beschreiben.
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In Variante 2 sind erste vollentwickelte Jungpflanzen nach 21 Tagen in vitro zu verzeichnen.
Nach 65 Tagen in Kultur zeigen etwa 30 % der explantierten Embryonen eine vollendete

Entwicklung zur Jungpflanze.

Variante 3 zeigt nach 65 Tagen eine relative Haufigkeit von vollentwickelten Jungpflanzen von

etwa 8 %. Erste vollentwickelte Jungpflanzen sind nach 35 Tagen zu erkennen.
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Abbildung 31 - Relative Hiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus Embryonen von SP26 nach 65 Tagen in vitro, kultiviert

2

auf 0,5 MS-Medium und Zusatz variantenabhingigen Samenschalenmenge, Lichtintensitit: 200 pmol m~2 s=1, Temperatur

25°C; (n = 120). Ermittlung der homogenen Untergruppen mittels ANOVA und Post-hoc-Test (Tukey-Test) mit einem

Konfidenzintervall von 95 %.

In Abbildung 31 wird auf der Abszisse die in diesem Versuch untersuchten Embryovarianten
der SP26 dargestellt. Die Ordinate zeigt die relativen Haufigkeiten vollentwickelter
Jungpflanzen nach 65 Tagen in vitro. Es liegen signifikante Unterschiede vor (p = 0,00052).
Homogene Untergruppen, bzw. signifikante Unterschiede sind im Diagramm ersichtlich.
Varianten 1, 4 und 5 sind nicht signifikant unterschiedlich. Diese weisen relative Haufigkeiten
vollentwickelter Jungpflanzen von etwa 55 % auf. Variante 2 mit etwa 31% wie auch Variante

3 mit etwa 8 %vollentwickelter Jungpflanzen unterscheiden sich signifikant.
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3.2.2.3 Diskussion

Bei Betrachtung der Ergebnisse féllt schnell auf, dass die Variante 1 einen dhnlichen Verlauf
zeigte wie die Kontrolle. Dies deutet darauf hin, dass eine Samenschalenkonzentration von
0,1 M.-% keinen Einfluss auf die relative Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen hat.
Ebenfalls zeigte Variante 4 keinen signifikant unterschiedlichen Verlauf in der relativen
Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen. Da in dieser Variante keine Samenschalen
zugeschlagen wurden, jedoch der pH-Wert der Variante 3 (10 M.-% Samenschalen) eingestellt
wurde, deutet dies darauf hin, dass der pH-Wert zumindest in diesem Rahmen keinen
Einfluss auf die relative Haufigkeit vollentwickelter Pflanzen hatte. Es wird an dieser Stelle
davon ausgegangen, dass eine kleinere Anderung des pH-Wertes, wie sie durch die Zugabe
von geringeren Mengen von Samenschalen (Varianten 1 und 2) induziert werden wiirde,

ebenfalls keinen Einfluss habe.

Variante 2 und 3 zeigten hingegen signifikante Unterschiede zu Variante 1 und 4 sowie zur
Kontrolle. Entsprechend ist hier von einer Hemmung der Weiterentwicklung der Embryonen
zu vollentwickelten Jungpflanzen auszugehen. Die Hemmung war in Variante 3 starker

ausgepragt als in Variante 2.

Es ist dadurch davon auszugehen, dass eine Hemmung der Weiterentwicklung der
Embryonen in vitro durch Inhaltsstoffe der Samenschale bedingt wird. Im Rahmen der
Evaluation mdéglicher Inhaltsstoffe (bzw. Inhaltsstoffgruppen), die entsprechende Reaktionen
verursachen konnen, fiel der Fokus auf die im Rahmen der Dormanz und Keimung

ablaufenden Regelungsmechanismen, die zumeist hormonell gesteuert wurden [129].

Hierbei wird die Dormanz bzw. die Keimung primdr der Embryonen durch das
Konzentrationsverhaltnis der Phytohormone Abscisinsdaure (ABA) und Gibberellinsdure (GA)
in der Samenschale, wie auch im Embryo geregelt. So wird durch einen hohen Gehalt von
ABA die Dormanz aufrechterhalten, durch einen hohen Gehalt von GA die Keimung der

Samen bzw. die Weiterentwicklung der Embryonen katalysiert [137,138].

Vorausgegangene Studien zeigen, dass ein Einfluss der Samenschale auf die Samenruhe
vorliegt und damit einhergehend diese ebenfalls einen Einfluss auf die Entwicklung der

Embryonen hat [142].

90



Die Samenschale hat eine schiitzende Funktion, die das Eindringen von Wasser und Gasen
reduziert bzw. verhindert [135]. Die Verfiigbarkeit von Wasser und bestimmten Gasen spielen
bei der Keimung eine wichtige Rolle, da diese hierdurch induziert werden kann [134].
Entsprechend gelangen diese fiir die Keimung entscheidenden Stoffe durch das Entfernen der
Samenschale schneller an den Embryo, weshalb sich die Samen ohne Samenschale schneller
entwickeln [142]. Aquivalente Beobachtungen konnten an Samen der Sonnenblume
(Helianthus annuus L.) [147] sowie Arabidopsis thaliana L. [141] gemacht werden.

Entsprechend wurde im Rahmen dieses Versuchs ausschliefslich mit Embryonen gearbeitet,
da Vorversuche gezeigt haben, dass ein Entfernen der Samenschale zu einer schnelleren
Keimung und hoheren Keimungsrate bei Silphium perfoliatum fiihrt [56]. Zudem sollte eine
physische Barriere eine hemmende Wirkung auf die Weiterentwicklung von unreifen
Embryonen zu Jungpflanzen durch die Samenschale ausgeschlossen werden konnen, was
ebenfalls durch diesen Versuch bestdtigt werden konnte. Dabei spielte die
Samenschalenkonzentration im Medium eine entscheidende Rolle. Eine hohe
Samenschalenkonzentration im Medium fiihrte zu einer starken Hemmung der Entwicklung
der Embryonen zu Jungpflanzen. Der durch die Samenschalenzugabe angestiegene pH-Wert
konnte als hemmender Faktor ausgeschlossen werden. Daher kann angenommen werden,
dass in der Samenschale Stoffe enthalten sind, die die Entwicklung der Embryonen zu
Jungpflanzen gehemmt haben.

Wissenschaftshistorisch wurden 1982 Stoffe aus Haferspelze extrahiert, die auch eine
hemmende Wirkung auf monokotyle und dikotyle Pflanzen hatten. Bei diesem Versuch
konnte ABA als hemmender Stoff nicht nachgewiesen werden [148]. Stattdessen wurden in
einer spateren Forschungsarbeit die Stoffe Dihydrohamatinsaure und Dimethoxybuzylbenzol
nachgewiesen, die wesentlich zur Keimruhe beigetragen haben sollen [149]. Da diese Stoffe in
aktuelleren Publikationen nicht mehr im Zusammenhang mit einer Hemmung der Keimruhe
erwahnt werden, lasst vermuten, dass sie keine wichtige Rolle bei den heute betrachteten
Pflanzen und Versuchen spielen. Stattdessen wird ABA als ein wichtiger Hemmstoff, der die
Keimung unterdriickt und die Dormanz aufrechterhdlt [139], vermehrt untersucht und
beschrieben.

Karssen et al. (1983) beschreibt, dass ABA maternalen Ursprungs in der Samenschale
eingelagert ist, sodass hierdurch eine Keimhemmung induziert wird. Zudem wird eine

gewisse Hitzestabilitdt beschrieben, die fiir ein Autoklavierungsverfahren unerlasslich ist.
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Hierbei gelangen entsprechende Inhaltsstoffe in das Zellkulturmedium, sodass die
Entwicklung der Embryonen auf den Medien mit Samenschalenzugabe verlangsamt bzw.
gestoppt wird [150].

Eine weitere Beobachtung im Rahmen dieses Versuchs war, dass sich die Embryonen auf
einem Medium mit erhchter Samenschalenkonzentration nach der Griinfirbung nicht
weiterentwickelt haben (Daten nicht gezeigt). Dies konnte damit erkldrt werden, dass ein GA-
Mangel im Embryo vorliegt [137]. Durch Gibberellinsduren koénnen die Keimhemmung
uberwunden werden, die sowohl durch die Samenschale als auch durch die ABA-induzierte
Embryonenruhe generiert wurden [129,135]. Da ABA einen negativen Einfluss auf die GA-
Biosynthese wahrend der Samenentwicklung und -keimung haben kann [140], konnte eine
hypothetisch angenommene erhohte ABA-Konzentration im Medium durch die
Samenschalenzugabe die Entwicklung der Embryonen verringert bzw. gestoppt haben.

Da die Konzentration der Samenschale im Medium einen Einfluss auf die Starke der
Hemmung hat, kann davon ausgegangen werden, dass der hemmende Stoff proportional zu
der Konzentration im Medium enthalten ist. Welche Stoffe den hemmenden Effekt auf die
Embryonenentwicklung haben, kann im Rahmen des vorliegenden Versuchs nicht vollstandig
geklart werden. Um Einfliisse unterschiedlicher Phytoregulatoren auf die Weiterentwicklung
von Embryonen zu untersuchen, wurde ein weiterer Versuch durchgefiihrt, der im Folgenden

beschrieben wird.
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3.2.3 Untersuchung der Einfliisse von Wachstumsregulatoren auf die Entwicklung
von Jungpflanzen aus Embryonen von Silphium perfoliatum L. in vitro

Im Rahmen dieses Versuchs soll die Wirkung unterschiedlicher Wachstumsregulatoren auf
die Weiterentwicklung von Embryonen von Silphium perfoliatum L in vitro untersucht werden.
Hierzu wurden einerseits Regelmechanismen durch Wechselwirkungen zweier
Wachstumsregulatoren untersucht, andererseits wurden im Embryo vorliegende
Wachstumsregulatoren durch Applikation spezifischer Hemmstoffe beeinflusst. So wurden in
diesem Versuch die Einfliisse Gibberellinsaure (GAs), Abscisinsdure (ABA), Cytokinin (6BAP)
und Ethen (E) als in Frage kommende Wachstumsregulatoren untersucht. Als spezifische
Hemmstoffe wurden Paclobutrazol (PAC) und Fluridon (F) in Betracht gezogen. Im Folgenden
werden die typischen Wirkungen auf das Entwicklungsverhalten von Embryonen der im
Versuch evaluierten Additive beschrieben. Hierbei wird lediglich auf basale Funktionen der
Wachstumsregulatoren bei der Keimung eingegangen. Synergien und multivariat begriindete

Effekte konnen nicht beleuchtet werden.

Gibberellinsauren konnen die Keimung katalysieren, Abscisinsdure kann die Dormanz
aufrechterhalten [151,152]. In Samen, in denen unterschiedliche Dormanzmechanismen
arbeiten, scheinen Gibberellinsiuren wesentliche Aufgaben zur Uberweindung der Keimruhe
zu haben und schlieillich die Keimung zu induzieren [153]. Durch das Verhéltnis von
Gibberellinsaure und Abscisinsdaure wird die Dormanz bzw. das Keimverhalten von Samen
(hier: die Weiterentwicklung unreifer Embryonen zu Jungpflanzen) reguliert. Andert sich das
Verhiltnis zugunsten der Gibberellinsaurekonzentration, kann die Keimung induziert
werden, verdndert sich das Verhiltnis hin zur Abscisinsdurekonzentration, so wird die
Dormanz aufrechterhalten bzw. die Keimung verhindert [154]. Gibberelinsduren stimulieren
hierbei die Keimung der Samen durch den Abbau dieser Repressoren, wahrend Abscisinsaure
diese induziert [155]. Die Manipulation dieser Repressoren kann durch die Anwendung von
Inhibitoren der GA- und ABA-Synthese [154], wie Paclobutrazol (PAC) und Furidon (FLU),
erreicht werden [156]. Paclobutrazol (a-tert-Butyl-B-(4-chlorbenzyl)-1H-1,2,4-triazol-1-
ethanol) hemmt die Aktivitat der Ent-Kauren-Oxidase, eines Enzyms im GA-Biosyntheseweg,
das die Oxidation von Ent-Kauren zu Ent-Kaurensdure katalysiert [157]. Fluridon (1-Methyl-
3-phenyl-5-[3-trifuoromethyl)phenyl]-4-(IH)-pyridinon) hemmt die Aktivitit der Phytoen-

Desaturase I, die die Umwandlung von Phytoen in Phytofen katalysiert - ein wichtiger Schritt
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im ABA-Biosyntheseweg [158-160]. Lando et al. (2020) haben im Rahmen ihrer Ausarbeitung
anhand Trichocline catharinensis gezeigt, dass die Nutzung von Gibberellinsaure (GAs) und
Fluridon eine Verringerung der Keimungsdauer im Vergleich zur Kontrollvariante in, der
lediglich Wasser appliziert wurde, zur Folge hatte. Hierbei wurden GAs und ABA in
Konzentrationen von 200 uM appliziert [160]. Im einer weiteren Studie wurde an der
Farberdistel (Carthamus tinctorius L.) gezeigt, dass die Applikation von Gibberellinsaure (GA3)
ein embryonales Langenwachstum verursachte, was sich durch Zellstreckung einstellte [161].
Fiir die Versuche wurden Gibberellinsdure in Form von GAs und Abscisinsdure in der

natiirlichen Form verwendet.

Cytokinine konnen unter Umstdnden dquivalent zu Gibberellinsdure einen katalysierenden
Effekt auf das Keimverhalten aufweisen [162]. Hierbei wird die Keimung durch eine Vielzahl
von Einfliissen von Cytokininen gelenkt [163,164]. Diese reichen von der Samenquellung bis
hin zur Ausbildung der Keimwurzel [165]. In einer weiteren Studie wurde wahrend der
Durchfiihrung festgestellt, dass durch eine Applikation unterschiedlicher Cytokinine eine
signifikante Steigerung der Keimraten von Lotus corniculatus L. erzielt werden konnte. Hierbei
wurden Zeatin, Isopentenyladenin, Kinetin, Benzynadenin und Thidiazuron in
Konzentrationen von jeweils 0,08, 0,22, 0,35, 0,8, 2,2 bzw. 3,5 uM verwendet [165]. Fiir die
Versuche im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das synthetisch hergestellte Cytokinin

Benzylaminopurin (6BAP) verwendet.

Ethen wirkt als Reiferegulator. So wird durch die Freisetzung von Ethen das Abreifen der
Samen an der Pflanze induziert. Bei unfertig entwickelten Embryonen kann eine verfriihte
Weiterentwicklung durch eine vorgezogene Dormanzbildung eingeleitet werden [166]. Im
Rahmen der Keimung zeigt Ethen gemeinsam mit Gibberellin- und Abscisinsdauren grofien
Einfluss auf die frithen Stadien der Samenkeimung unterschiedlicher Pflanzen [152]. Fiir die
Versuche wurde Ethephonsaure verwendet, da Ethen in der natiirlichen Form gasformig

vorliegt.
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3.2.3.1 Material und Methoden
Im Rahmen dieses Versuchs sollten die Einfliisse und Wirkungen unterschiedlicher
Wachstumsregulatoren und Hemmstoffe auf die embryonale Weiterentwicklung von

Silphium perfoliatum evaluiert werden. Hierzu wurden 35 Tage alte Embryonen verwendet.

3.2.3.1.1 Akzessionsauswahl
Fiir diesen Versuch wurde eine Akzession von Silphium perfoliatum untersucht. Hierfiir wurde

auf einen Wildtyp auf dem siidlichen Verbreitungsgebiet (SP26) zuriickgegriffen.

3.2.3.1.2 Samenerzeugung

Zu Beginn des Versuchs wurde durch handisches Bestauben Populationssaatgut erzeugt.
Hierzu wurde einige Tage vor Offnung der Bliite ein feinmaschiger Netzbeutel iiber die
Knospe gestiilpt, um eine unbeabsichtigte Bestaubung durch Insekten zu vermeiden. Sobald
die Naben der Zungenbliiten einer Bliite freilagen, wurde unmittelbar vorher gesammelter
Pollen derselben Akzession appliziert und so eine Bestaubung vorgenommen. Um eine
Sekundarbestdaubung durch Insekten zu vermeiden, wurde der Netzbeutel nach der
Bestaubung erneut angebracht. Die Samenerzeugung fand im Gewdchshaus bei einer
Temperatur von 22 °C und einer Lichtintensitat von 7 kix tiber 12 Stunden als konstante

Zielgrofe statt. Die Ernte fiir diesen Versuch fand nach 35 Tagen Entwicklungszeit statt.

3.2.3.1.3 Aufbereitung der Embryonen fiir die Zellkultur

Nach Ablauf der Entwicklungszeit wurden die bestdubten Bliiten geerntet. AnschliefSend
wurden die Samen aus den Bliiten ausgeldst und in 70 prozentiger Ethanollosung fiir 60
Sekunden gespiilt. Anschlieffend wurden die Samen in einer Natriumhypochlorid-Lésung
(1,4 %) fir zwanzig Minuten sterilisiert. In einem letzten Schritt wurde eine Neutralisierung

der Sterilisationslosung mit entmineralisiertem Wasser vorgenommen.

3.2.3.1.4 Zellkultur
Im Rahmen der Embryokultur wurden die Embryonen in einem Zwischenschritt der

Samenschale enthommen und anschlie3end in vitro kultiviert.

Fiir alle Varianten wurde ein 0,5 x MS-Medium + Gamborg B5 (pH 5,5) verwendet [127,128].
Hierzu wurden je Liter Medium 2,2 g MS-Medium + Gamborg B5, 30 g Saccharose und 7 g
Agar-Agar verwendet. Dieses Basismedium wurde um die variantenspezifische Zugabe von
Wachstumsregulatoren bzw. Hemmstoffen erweitert (Tabelle 9). Um Wechselwirkungen,
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Synergien und inhibitorische Effekte zu evaluieren, wurden die Embryonen nach 21 Tagen

in vitro auf dem Medium der ersten Phase weitere 21 Tage auf das entsprechende Medium

zweiter Phase transplantiert und in vitro weiterkultiviert. Die Embryo-in-vitro-Kultur wurde

bei einer Temperatur von 25 °C und einer Lichtintensitdt von 200 pmol m~2 s~ fiir 24 Stunden

am Tag in einem Pflanzenschrank durchgefiihrt. Es wurden Embryonen in einem Alter von

35 Tagen verwendet Die Kultur erfolgte in Petrischalen.

Tabelle 9 - Varianten des Versuchs mit zugehorigen Konzentrationen von Wachstumsregulatoren bzw. Hemmstoffen in den

Medien
Phase 1 Phase 2
Variante Additiv 1 Konzentration Additiv 2 Konzentration
1 Kontrolle Kontrolle
2 ABA 100 pM Fluridon 100 uM
3 ABA 100 pM GAs 10 uM
4 GAs 10 uM 6BAP 10 uM
5 6BAP 10 uM GAs 10 uM
6 GAs + 6BAP 10 pM + 10 uM GAs + 6BAP 10 uM + 10 uM
7 Paclobutrazol 100 uM Kontrolle
8 Paclobutrazol 100 uM Fluridon 100 uM
9 Paclobutrazol 100 uM GAs 10 uM
10 6BAP 10 uM 6BAP 10 uM
11 ABA 100 pM ABA 100 uM
12 GAs 10 uM GAs 10 uM
13 Paclobutrazol 100 uM Paclobutrazol 100 uM
14 Fluridon + GAs 100 uM + 10 uM Fluridon + GAs 100 uM + 100 pM
15 Paclobutrazol + ABA 100 uM +100 pM  Paclobutrazol + ABA 100 uM + 100 uM
16 Ethephonséure 300 pM Ethephonsdure 300 pM
17 Ethephonsaure 300 uM GAs 10 uM
Ethephonsaure + Ethephonséure +
18 300 uM + 100 uM 300uM + 100 uM
Fluridon Fluridon
19 Fluridon 100 uM Fluridon 100 pM
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3.2.3.1.5 Datenerhebung

Die Gewebekultur wurde in regelmafligen Abstdnden iiber einen Zeitraum von 65 Tagen
bonitiert. Hierbei wurde das Sichtbarwerden von griinen Bereichen, die Bildung einer
Primdarwurzel wie auch die Entwicklung des ersten Laubblattes als bedeutende
Entwicklungsschritte definiert und erfasst. Wurden alle Entwicklungsmerkmale durchlaufen

bzw. ausgebildet, galt die Jungpflanze als vollstandig entwickelt.

3.2.3.1.6 Datenverarbeitung

Die erfassten Daten wurden variantenspezifisch aufgearbeitet. Hierzu wurden in erster
Instanz die relativen Haufigkeiten vollentwickelter Jungpflanzen iiber den zeitlichen Verlauf
des Versuchs in einem Diagramm dargestellt. In zweiter Instanz wurden die nach 65 Tagen
erreichten relativen Haufigkeiten vollentwickelter Jungpflanzen auf statistisch signifikante
Unterschiede  untersucht. Die statistischen Berechnungen unterliegen einem
Konfidenzintervall von 95 %. Homogene Untergruppen wurden mittels des Tukey-Tests
(Post-hoc-Test) ermittelt und durch entsprechende Buchstabenkombinationen in den

Abbildungen gekennzeichnet.
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3.2.3.2 Ergebnisse
Die Darstellungen beziehen sich auf einen Versuchsumfang von 54 Embryonen bzw. Samen
je Variante. Ferner wird im Rahmen der Darstellung zeitlicher Verldufe darauf verzichtet die

Varianten darzustellen, die keine Reaktion auf das entsprechende Medium zeigen.
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Abbildung 32 - Relative Hiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus Embryonen vonSP26 im Zeitverlauf von 42 Tagen mit
35 Tage alten Embryonen und Wachstumsregulatoren wie auch Hemmstoffen im Medium, kultiviert auf 0,5 MS-Medium und
Zusatz der variantenabhingigen Additive, Lichtintensitit: 200 pmol m~2 s=1, Temperatur 25°C; (n = 54). Kultur der
Mutterpflanzen im Freiland, August 2021, Campus Klein-Altendorf, Friedrich-Wilhelms-Universitit Bonn. Die gestrichelte

Linie markiert den Ubergang von Phase 1 zu Phase 2 nach 21 Tagen.

Abbildung 32 zeigt die Entwicklungsraten von Jungpflanzen aus Embryonen in vitro iiber
einen Zeitverlauf von 42 Tagen. Auf der Abszisse wurde der Zeitverlauf in Tagen; auf der
Ordinate die relativen Haufigkeiten der aus den Embryonen des Wildtyp SP26 entstandenen
vollentwickelten Jungpflanzen auf unterschiedlichen Medien aufgetragen. Dieses Stadium
wurde durch das vollstindige Aufklappen der Keimblatter, das Vorhandensein von griiner
Farbung der Keim- wie auch Laubblatter, einer Primadrwurzel wie auch eines Laubblattes
definiert. Mittels unterschiedlich gefarbter Graphen wurden die einzelnen Varianten
dargestellt. Durch die rote Senkrechte ist Tag 21 nach Inkulturnahme markiert. Hier wurden

die Embryonen vom Medium mit Additiv 1 auf das neue Medium mit Additiv 2 transplantiert.
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Variante 1, 6, 10, 12 und 17 zeigen 19 Tage nach Inkulturnahme in vitro erste vollentwickelte
Jungpflanzen. So liegt die relative Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen nach 21 Tagen bei
Variante 1 und 6 bei etwa 2%, bei Variante 10 und 12 bei etwa 7% und bei Variante 17 bei etwa
4%. Variante 4 zeigt zwei Tage eher erste vollentwickelte Jungpflanzen. Nach 21 Tagen haben
sich 3% der Embryonen weiterentwickelt. Nach 13 Tagen in vitro zeigt Variante 5 erste
vollentwickelte Jungpflanzen. Nach 21 Tagen auf dem ersten Medium (Additiv 1) liegt eine

relative Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen von etwa 6% vor.

Nach der Transplantation auf das zweite Medium (Additiv 2), steigen bei allen Varianten, die
im ersten Abschnitt des Versuchs bereits eine Reaktion auf das Medium (Additiv 1) zeigten,
die relativen Haufigkeiten vollentwickelter Embryonen weiter. So zeigen Varianten 1, 10 und
17 nach weiteren 21 Tagen (Tag 42) in vitro eine relative Haufigkeit vollentwickelter Pflanzen
von 43, 44 bzw. 38%. Variante 4 zeigt nach Beendigung des Versuchs eine relative Haufigkeit
vollentwickelter Jungpflanzen von etwa 81%. Variante 5 zeigt nach 42 Tagen in Kultur 70%
vollentwickelte Jungpflanzen. Diese Varianten zeigen einen starken Zuwachs der relativen
Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen nach Transplantation auf das zweite Medium

(Additiv 2).

Variante 6 und 12 zeigen einen linearen Zuwachs der relativen Haufigkeit vollentwickelter
Jungpflanzen. So haben nach 42 in vitro 26 % bzw. 28% der Embryonen die Weiterentwicklung

zur Jungpflanze vollzogen.

Variante 16 zeigt nach Transplantation auf das zweite Medium (Additiv 2) erste Reaktionen.
So sind an Tag 24 nach Explantation erste vollentwickelte Jungpflanzen zu erkennen. Nach 42

Tagen in vitro sind etwa 24% der Embryonen dieser Variante vollentwickelt.

Variante 9 und 18 zeigen an Tag 38 bzw. 42 erste vollentwickelte Jungpflanzen. Nach
Beendigung des Versuchs liegen in diesen Varianten relative Haufigkeiten vollentwickelter

Jungpflanzen von 3 % bzw. 2% vor.

Alle iibrigen Varianten zeigen keine sichtbare Reaktion auf die unterschiedlichen Medien.
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Abbildung 33 - Relative Hiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus Embryonen von SP26 mit einem Alter von 35 Tagen
nach 21 Tagen in vitro; (n = 54). Ermittlung der homogenen Untergruppen mittels ANOVA und Post-hoc-Test (Tukey-Test)

mit einem Konfidenzintervall von 95%.

In Abbildung 33 wurden auf der Abszisse die in diesem Versuch untersuchten
Embryovarianten der SP26 dargestellt. Die Ordinate zeigt die relativen Haufigkeiten
vollentwickelter Jungpflanzen nach 21 Tagen in vitro. Es liegen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den untersuchten Varianten vor (p = 0,101). Varianten 1, 4, 5, 6,10, 12

und 17 zeigen relative Haufigkeiten vollentwickelter Jungpflanzen von vier bis sieben Prozent.
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Abbildung 34 - Relative Hiufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen aus Embryonen von SP26 mit einem Alter von 35 Tagen
nach 42 Tagen in vitro; (n =54). Ermittlung der homogenen Untergruppen mittels ANOVA und Post-hoc-Test (Tukey-Test)

mit einem Konfidenzintervall 95%.

In Abbildung 34 wurden auf der Abszisse die in diesem Versuch untersuchten
Embryovarianten der Akzession SP26 dargestellt. Die Ordinate zeigt die relativen
Haufigkeiten vollentwickelter Jungpflanzen nach 42 Tagen in vitro. Es liegen signifikante
Unterschiede vor (p = 4,15 x 10°) Homogene Untergruppen, bzw. signifikante Unterschiede
sind im Diagramm ersichtlich. Variante 4 zeigt nach 42 Tagen in vitro die hochste relative
Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen von etwa 80 %. Ausgenommen von Variante 5
zeigen alle weiteren Variante signifikante Unterschiede zur Variante 4. Die Varianten 10 und
17 weisen keinen signifikanten Unterschied zueinander auf und rangierten mit relativen
Haufigkeiten zwischen 40 % und 50% im Bereich der Kontrolle (Variante 1). Zwischen den
Varianten 6, 12 und 17 liegt kein signifikanter Unterschied vor. Diese weisen eine relative
Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen von 20-30 % auf. Die Varianten 2, 3, 7, 8, 9, 11, 13,

14, 15, 18 und 19 zeigen keine Reaktion auf die unterschiedlichen Medien.
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3.2.3.3 Diskussion

Durch diesen Versuch sollte evaluiert werden, in welchem Rahmen sich
Wachstumsregulatoren und  entsprechende  Hemmstoffe auf eine  verfrithte
Weiterentwicklung von Embryonen von Silphium perfoliatum auswirken. Leider haben sich
durch methodische Fehler teilweise Effekte eingestellt, die nicht zu erwarten waren, bzw. auf

eine Uberdosierung der Additive zuriickzufiihren sind.

3.2.3.3.1 Phase 1 - 0-21 Tage in vitro
Bei Betrachtung der ersten Phase des Versuchs zeigte sich, dass in Variante 1, 4, 5, 6, 10, 12 und

17 eine Weiterentwicklung von Embryonen zu vollentwickelten Jungpflanzen stattfand.

Die Varianten 2, 3, 7, 8, 9, 11, 13 und 15 zeigten erwartungsgemafs keine Reaktion auf die
unterschiedlichen Medien in der ersten Phase des Versuchs. Variante 2, 3 und 11 zeigten
aufgrund des abscisinsdurehaltigen Mediums eine andauernde Dormanz, wodurch eine
Keimung verhindert wurde [151]. Durch die Explantation auf ein mit Paclobutrazol versetztes
Medium wird die Gibberellinsduresynthese gehemmt, wodurch das Verhaltnis aus der
keimférdernden Gibberellinsdure und der keimhemmenden Abscisinsdure zur letzteren

verschoben und so eine Weiterentwicklung verhindert wird [154,167].

Generell lagen in diesem Teil des Versuchs keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Varianten vor. Dies liegt vermutlich an der zeitlichen Dauer, die zur vollstandigen
Weiterentwicklung der Embryonen zur Jungpflanze notwendig gewesen ware. Dies zeigt der

in Kapitel 3.2.1 beschriebene Versuch und wird von Greve et al. (2020) ebenfalls dargelegt [56].

3.2.3.3.2 Phase 2 — 22-42 Tage in vitro

Variante 4 wie auch Variante 5 zeigten hohe, nicht signifikant unterschiedliche relative
Haufigkeiten vollentwickelter Jungpflanzen. Hierdurch zeigte sich, dass die zeitliche Abfolge
von Gibberellinsdaure und Cytokinin in diesem Kontext keinerlei Effekt auf die
Weiterentwicklung von Embryonen zu Jungpflanzen von Silphium perfoliatum zeigt. Hingegen
hemmt der gleichzeitige Einsatz von Gibberellinsdure und Cytokinin die Entwicklungsrate
der Embryonen, was die These zuldsst, dass eine gegenseitige Hemmung dieser
Wachstumsregulatoren vorliegt. Diese wird davon gestiitzt, dass die Varianten 10 und 12 als

nicht kombinierte Varianten ebenfalls vollentwickelte Jungpflanzen hervorbrachten, wobei
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Variante 12 eine signifikant geringere relative Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen

ausgepragt hat und mit der Kontrolle (Variante 1) vergleichbar ist.

Variante 16 und 17 beinhalteten in der ersten Phase des Versuchs ein mit Ethephonsdure
versetztes Medium und zeigten nach 21 Tagen keinen signifikanten Unterschied der relativen
Haufigkeit vollentwickelter Jungpflanzen. In der zweiten Phase des Versuchs zeigten diese
Varianten einen deutlichen Zuwachs der relativen Entwicklungsrate. Variante 17 zeigte durch
ein mit GAs versetztes Medium signifikant hohere relative Haufigkeiten vollentwickelter
Jungpflanzen als Variante 16. Folglich wurde die Weiterentwicklung der Embryonen durch
die Zugabe von Ethephonsaure verzogert. Eine Applikation von GAs sorgte in Phase 2 fiir eine
Verschiebung des Verhaltnisses von Gibberellin- und Abscisinsdure hin zur Gibberellinsdaure

und induzierte so die Keimung [154].

Variante 9 zeigte an Tag 38 nach Explantation erste vollentwickelte Jungpflanzen.
Entsprechend waren 17 Tage auf dem zweiten Medium vergangen, bis eine Reaktion zu
erkennen war. Dies stiitzt die zu Beginn gestellte These, dass Paclobutrazol zu hoch
konzentriert eingesetzt wurde. Diese Variante zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied

zu den Varianten, die keine Reaktion zeigten.

Variante 18 zeigte ein dhnliches Verhalten. Nach 42 Tagen in vitro zeigten sich erste
Jungpflanzen. Ein signifikanter Unterschied zu den Varianten, die keine Reaktion auf das

entsprechende Medium zeigten, lag ebenfalls nicht vor.

Variante 2 und 3 zeigten keinerlei Reaktion auf die unterschiedlichen Medien, obwohl mit
einer Reaktion zu rechnen gewesen ware, da Fluridon die Abscisinsdurebiosynthese hemmt
und so die Dormanz gebrochen werden kann [156,168]. Bei Einsatz von GAs hitte eine
Weiterentwicklung des Embryos zur Jungpflanze vonstattengehen sollen, da
Gibberellinsduren die keimhemmende Wirkung von Abscisinsdaure autheben kénnen [151].
Die Fluridonkonzentration wurde jedoch vermutlich zu hoch gewdhlt, sodass eine
Weiterentwicklung des Samens nicht moglich war. Selbiges wiirde auch fiir Variante 14, 18

und 19 gelten. An dieser Stelle wiirde es weiterer Forschung bediirfen.

Variante 7, 8 und Variante 13 (eingeschrankt auch Variante 9) zeigten keine Reaktion auf die
unterschiedlichen Medien. Hier lasst sich die vorangegangene These einer zu hohen
Paclobutrazolkonzentration weiter bestarken.

103



Variante 11 zeigte erwartungsgemaf$ keine Entwicklung von Jungpflanzen. Die Embryonen
verblieben unverdndert. Selbiges galt fiir Variante 15, wobei hier keine eindeutige

Begriindung festgestellt werden kann.
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3.2.4 Zusammenfassung und Schlussfolgerung
Anhand der durchgefithrten Experimente zur Reduktion der Generationszeit von
Silphium perfoliatum konnte durch gezielte FEingriffe in die generative Phase des

Entwicklungszyklus eine starke Verkiirzung der nétigen Generationsdauer erreicht werden.

Hierzu wurde in einem ersten Versuch anhand zweier unterschiedlicher Kultivare von
Silphium perfoliatum gezeigt, dass eine Weiterkultur unreifer Embryonen eine gute Moglichkeit
darstellt, eine Verkiirzung der Generationszeit herbeizufiihren. Die Akzession SP26, ein
Wildtyp aus dem Siiden des Verbreitungsgebietes zeigte hierbei mit einer relativen
Entwicklungsrate von 50-60 % einen vergleichsweise hohen Anteil vollentwickelter
Jungpflanzen. Zwischen Kulturen von Embryonen eines Alters von 21, 28 bzw. 35 Tagen
zeigten keinen signifikanten Unterschied. Die Akzession TLL4 erreichte bei Embryonen eines
Alters von 21 bzw. 42 Tagen vergleichbare Entwicklungsraten, wobei Embryonen eines Alters
von 28 bzw. 35 Tagen eine signifikant geringere relative Entwicklungsrate erreichten.

Hypothese 1 ladsst sich somit bestatigen.

Die Kultur von ganzen Samen selbiger Akzessionen von Silphium perfoliatum zeigte jeweils
eine weit geringere Keimrate. Einzig die Akzession SP26 erreichte bei Samen eines Alters von
35 Tagen eine signifikant erhohte Keimrate. Da eine Begriindung dieses Ergebnisses hieraus
nicht eindeutig zu definieren war, wurde ein Folgeversuch durchgefiihrt. Hierzu wurde eine
Embryokultur in vitro mit unterschiedlichen Konzentrationen von Samenschalen als Additiv
im Zellkulturmedium anhand der Akzession SP26 durchgefiihrt. Dieser Versuch zeigte, dass
eine Erhohung der Samenschalenkonzentration im Medium einen Riickgang der relativen
Entwicklungsrate der Embryonen zu Jungpflanzen zur Folge hatte. Demnach ist davon
auszugehen, dass eine Hemmung der Weiterentwicklung von Embryonen durch in der
Samenschale befindliche Stoffe herbeigefiihrt und so eine Dormanz der Samen bzw.

Embryonen aufrechterhalten wird. Hypothese 2 lasst sich demnach ebenfalls bestatigen.

Um weitere Erkenntnisse beziiglich des Dormanzverhaltens von Silphium perfoliatum zu
erhalten, wurde ein Folgeversuch durchgefiihrt, bei dem eine Embryokultur der Akzession
SP26 durch die Zugabe unterschiedlicher Wachstumsregulatoren und Hemmstoffe in vitro
erweitert wurde. Hierbei zeigten die Behandlungen mit Gibberellinsaure (GAs) und Cytokinin

(6BAP) einen positiven Effekt auf die relativen Entwicklungsraten der Embryonen. Weitere
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konsistente Ergebnisse zeigte der Versuch leider nicht, wodurch Hypothese 3 lediglich bedingt

zu bestatigen ist.

Die Verkiirzung der Generationszeit durch das Uberspringen der Samenreife kann ein
probates Mittel sein und birgt grofie Potenziale fiir die Ziichtung von Silphium perfoliatum. Eine
praktische Anwendung der erarbeiteten Methode bedarf noch weiterer Optimierung, wobei
diese Arbeit gezeigt hat, dass die Kultur von unreifen Embryonen von Silphium perfoliatum

in vitro moglich ist.
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4. Generationszeitverkiirzung von Silphium perfoliatum durch

die Reduktion der Vernalisationszeit auf ein Minimum

Neben der Reduktion der Generationszeit durch das Verkiirzen bzw. das Abbrechen der
Samenabreife und anschliefender Embryokultur in wvitro ist eine Reduktion der
Generationszeit durch eine Anpassung der Vernalisationszeit auf ein Minimum ein probates

Mittel dieses Ziel zu erreichen [56,169].

Nach Chouard (1960) ist die Vernalisation als "die Erlangung oder Beschleunigung der
Blithfahigkeit durch eine Kaltebehandlung von Pflanzen" definiert [170]. Es handelt sich um
einen Prozess, bei dem die Bliite durch einen Kaltereiz einer fiir die entsprechende Pflanze
ausreichenden Lange und Intensitat induziert wird [170,171]. Vernalisation tritt bei Mono- wie
auch Dikotyledonen auf. Viele Kulturpflanzen in gemafiigten Regionen benétigen eine
Vernalisation, um die Bliite zu induzieren. Beispiele hierfiir sind Weizen (Triticum aestivum L.),

Raps (Brassica napus L.), Erbsen (Pisum sativum L.) und Zuckerriiben (Beta vulgaris L.) [169,170].

Bei den meisten Arten erfordert die Vernalisation eine langfristige Exposition gegeniiber
niedrigen Temperaturen. Dies geschieht tiblicherweise wahrend des Winters. Innerhalb einer
bestimmten Art kann es jedoch Unterschiede in Bezug auf die Intensitit, in dem die
Vernalisation fiir die Bliite erforderlich ist, z. B. bei Winterweizen und Sommerweizen geben
[169,172]. Unter den natiirlichen Bedingungen der gemaéfligten Zonen werden sehr gut
vorhersehbare Faktoren wie die jdhrliche Verdnderung der Tageslinge und die
Winterkalteperiode als primdre Faktoren zur Steuerung der Bliitezeit bezeichnet. Weniger
vorhersehbare  Klimafaktoren = wie lokale Umgebungstemperatur, Licht und
Wasserverfiigbarkeit werden in der Regel als sekundare Faktoren betrachtet, die die
Auswirkungen der priméren Faktoren lediglich modulieren konnen. Zwei primdre Faktoren
(Tageslange und Vernalisation) konnen sich gegenseitig ersetzen und koénnen auch durch

sekundare Faktoren ersetzt werden [169,173].

Die Vernalisation setzt eine Toleranz fiir niedrige Temperaturen voraus, da dieser Prozess bei
geringen Temperaturen tiiber dem Gefrierpunkt stattfinden muss, da hierzu eine
Stoffwechselaktivitit ~der  Pflanze erforderlich ist [169,174]. Die optimale
Vernalisationstemperatur fiir die meisten Pflanzen liegt zwischen 6 °C und 10 °C [170] bzw.

zwischen 1 °C und 7 °C [169,175], die je nach Pflanzenart und natiirlich Verbreitungsgebiet
107



divergieren konnen. Einige Getreidearten konnen bei Temperaturen von bis zu -6 °C
vernalisiert werden, wéhrend Pflanzen, die in warmen Regionen beheimatet sind, wie
beispielsweise die Olive (Olea europaea L.), bei der eine Kaltebehandlung bei Temperaturen
von bis zu 13 °C ausreichend fiir die Bliiteninduktion ist [175,176]. Dartiiber hinaus ist die
Bestandigkeit der Kiltebehandlung ein weiterer Faktor, der die Wirksamkeit der Vernalisation
beeinflusst und ebenfalls von der Art abhéngig ist. Eine Umkehr der Vernalisation ist bei nicht

hinreichender Kaltebehandlung moglich [169,175].

Ein weiterer Faktor, der fiir einen erfolgreichen Vernalisationsprozess von entscheidender
Bedeutung ist, ist ein hinreichend langer Vernalisationsprozess. Die typische
Vernalisationsdauer unterschiedlicher Pflanzen belduft sich Normalfall auf ein bis drei
Monate [175]. Die Dauer der Vernalisation, die eine Pflanze benétigt, hangt davon ab, ob die
Art obligat oder fakultativ vernalisiert werden muss. Pflanzen mit kurzer Vernalisationszeit
(20 bis 30 Tage) unterliegen meist einem fakultativen Vernalisationsbediirfnis. Bei fakultativ
vernalisationsbediirftigen Arten ist in der Regel die Photoperiode der primare Stimulus fiir
die Bliiteninduktion; die Vernalisation ist entweder ein Ersatz fiir den Blithprozess oder
beschleunigt diesen. Pflanzen, die ldngere Vernalisationsperioden fiir eine vollstandige

Bliiteninduktion bendtigen, ist die Vernalisation obligatorisch [169,177].

4.1 Forschungshypothesen

Hypothese 1
Die notige Vernalisationszeit von Silphium perfoliatum zum Erreichen der generativen
Entwicklungsphase ldsst sich durch gezieltes Eingreifen in den natiirlichen

Entwicklungsverlauf verkiirzen.

Hypothese 2
Durch eine Applikation von Entwicklungsregulatoren ldsst sich das eigentliche
Vernalisationsbediirfnis von Silphium perfoliatum tiberspringen und ein generatives Wachstum

einleiten.
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4.2 Evaluation der notwendigen Vernalisationszeit

Die Vernalisation der Durchwachsenen Silphie findet in situ im Winter statt [1,7]. Hierbei ist
davon auszugehen, dass die Winterperiode um ein Vielfaches zu lang ist, sodass die
vollstandige Vernalisation bereits vor Beginn der kommenden Vegetationsperiode erreicht

wird [56,169].

Derzeit liegen keine Studien tiber die Tageslangenaffinitat von Silphium perfoliatum beziiglich
der generativen Entwicklungsphase vor. In ihrem natiirlichen Habitat beginnt Silphium sp. mit
zunehmender Tageslange im spaten Frithjahr und Sommer zu blithen [1,13,169]. Eine der
Herausforderungen fiir die Ziichtung von Silphium perfoliatum bzw. Silphium integrifolium ist
das zeitlich ausgeprédgte Juvenilstadium, welches sich im Regelfall iiber die gesamt erste
Vegetationsperiode hinzieht [1]. Da dies fiir die Pflanzenziichtung aufgrund der
Langfristigkeit unter Umstdnden zu Schwierigkeiten fiihren kann, ist an dieser Stelle eine

Moglichkeit der ziichterischen Belange nachzukommen.

Bezugnehmend auf die vorangegangene These scheint es notwendig, dass eine Untersuchung
der Entwicklungsreaktion von Silphium perfoliatum auf niedrige Temperaturen angestrebt
werden sollte, da die vegetative Phase vieler Arten durch niedrige Temperaturen verkiirzt
wird [178]. Es wurde selten beobachtet, dass Silphium integrifolium in der ersten Saison ohne
Vernalisation blitht [1]. Chen (2021) nimmt an, dass einige Individuen eine genetische
Grundlage fiir eine niedrige Schwelle fiir die Vernalisation haben; hierbei ist es mdglich, dass
diese Individuen einer genetischen Anpassung unterliegen, die die Bliite erleichtern bzw.
induzieren [169]. Dieses Verhalten kann durch die Exposition der Pflanzen in optimale
Bedingungen wie eine hohe Lichtintensitat, eine hinreichende Wasserverfiigbarkeit, eine
optimale Nahrstoffbereitstellung, wie auch weitere optimale Wachstumsbedingungen wie
eine geringe inter- wie auch intraspezifischer Konkurrenz erreicht werden [1,169]. Eine
mogliche Infloreszenz von Silphium integrifolium wird hierbei allerdings nicht im vollen
Umfang ausgepragt [1]. Versuche an unterschiedlichen Genotypen offenpollinierter Silphium
integrifolium-Akzessionen wurde im Rahmen einer Forschungsarbeit von Chen (2021)

herausgefunden, dass eine Vernalisationszeit von vier Wochen ein Optimum darstellt [169].
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4.2.1 Material und Methoden

In einem ersten Versuch zur Evaluation der notwendigen Vernalisationszeit von
Silphium perfoliatum wurden zwei unterschiedliche Akzessionen hinsichtlich ihres

Vernalisationsbediirfnisses untersucht.

4.2.1.1 Akzessionsauswahl

Fiir diesen Versuch wurden zwei Akzessionen von Silphium perfoliatum untersucht. Ein
Kultivar, der heutzutage im kommerziellen Mafistab angebaut wird und urspriinglich aus
dem nordlichen Verbreitungsgebiet von Silphium perfoliatum stammt (TLL4) [62]. Zudem

wurde ein becherloser Wildtyp aus dem siidlichen Verbreitungsgebiet untersucht (SP26) [62].

4.2.1.2 Samenerzeugung

Zu Beginn des Versuchs wurde durch hiandisches Bestauben Populationssaatgut erzeugt. Die
Herstellung des notigen Saatgutes fand im geschiitzten Anbau im Gewdachshaus statt. Hierzu
wurde einige Tage vor Offnung der Bliite ein feinmaschiger Netzbeutel iiber die Knospe
gestlilpt, um eine unbeabsichtigte Bestaubung durch Insekten zu vermeiden. Sobald die
Naben der Zungenbliiten einer Bliite freilagen, wurde unmittelbar vorher gesammelter Pollen
derselben Akzession appliziert und so eine Bestiubung vorgenommen. Um eine
Sekundarbestaubung durch Insekten zu vermeiden, wurde der Netzbeutel nach der
Bestaubung erneut angebracht. Die Samenernte fand nach vollstandiger Abreife der Samen

statt.

4.2.1.3 Herstellung geeigneten Pflanzenmaterials

Die fiir den Versuch bendtigten Pflanzen wurden in Anzuchtplatten mit 40 mm Topfen
angezogen. Hierzu wurden die Samen im Vorfeld mit einer 0,05 prozentigen
Gibberellinsaurelosung (GAs) flir 12 Stunden bei 4 °C behandelt, um die Keimung zu
katalysieren [28]. Die Keimung fand in einer Klimakammer bei 22 °C und einer Lichtintensitat
von 200 pmolm™2s™! fiir 12 Stunden am Tag statt. Nach der Entwicklung von zwei
vollentwickelten Laubblattern (BBCH 1 1) wurden die Pflanzen vereinzelt und in Topfen mit
einem Volumen von zwei Litern im Gewachshaus bei einer Temperatur von 22 °C und einer
Lichtintensitdt von 7 klx als konstante Zielgrofie bis zum Achtblattstadium herangezogen

(BBCH 1 4) [1].
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Da hier von einer gewissen Entwicklungsstreuung auszugehen war und eine gewisse
Homogenitdat im Ausgangsmaterial fiir den geplanten Versuch von Vorteil ist, wurden an

dieser Stelle entsprechende Pflanzen selektiert.

4.2.1.4 Applikation des Vernalisationsreizes

Nach Erreichen des Achtblattstadiums (BBCH 1 4) [1], wurden die Pflanzen in ein Kiithlhaus
tiberfiihrt. Die Vernalisationstemperatur betrug 4 °C. Es wurden jeweils fiir beide Akzessionen
Vernalisationszeitraume von 14, 42 und 72 Tagen veranschlagt. Zusétzlich wurde eine

unvernalisierte Kontrolle beider betrachteter Akzessionen betrachtet.

4.2.1.5 Wiederantrieb der Pflanzen im Gewdchshaus

Nach Beendigung der jeweiligen Vernalisationsphase wurden die Pflanzen erneut im
Gewachshaus bei 22 °C und einer Lichtintensitat von 7 kix fiir 12 Stunden am Tag als konstante
Zielgrofle fiir 16 Wochen weiterkultiviert. Nach Ablauf dieses Zeitraums wurde der Versuch

beendet.

4.2.1.6 Datenerhebung

Fiir die Erfassung der Wachstumsparameter nach Wiederaustrieb wurden an Pflanzen nach
der Vernalisation im Kiihlhaus in einem wochentlichen Boniturintervall fiir 16 Wochen die
Vitalitat, das Schossen wie auch die beginnende Infloreszenz der Pflanzen erfasst. Zusatzlich

wurde die Samenentwicklung erfasst.

4.2.1.7 Datenverarbeitung

Die erfassten Daten wurden akzessionsspezifisch aufgearbeitet. Hierbei wurde in erster
Instanz neben der Vitalitdt nach der Vernalisationsphase die generelle Fahigkeit der Pflanzen
beleuchtet ein Sprosswachstum zu initiieren (BBCH Makrostadium 3 [1]). Im spateren Verlauf
des Versuchs wurde die Infloreszenz wie auch die anschliefende Samenentwicklung
dargestellt. Die statistischen Berechnungen basieren auf einem Konfidenzintervall von 95 %.
Homogene Untergruppen wurden mittels des Tukey-Tests (Post-hoc-Test) ermittelt und

durch entsprechende Buchstabenkombinationen in den Abbildungen gekennzeichnet.
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4.2.2 Ergebnisse

Die Darstellungen beziehen sich auf einen Versuchsumfang von 30 Pflanzen je Variante.
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rel. Haufigkeit blithender Pflanzen

Abbildung 35 - Darstellung relevanter Versuchsergebnisse nach 16-wdchiger Kultivierung im Gewdichshaus bei 22 °C und
einer Lichtintensitit von 7 kix fiir 12 Stunden nach unterschiedlicher Vernalisationszeit von SP26 und TLL4; (n = 30).
Ermittlung der homogenen Untergruppen mittels ANOVA und Post-hoc-Test (Tukey-Test) mit einem Konfidenzintervall von

95%. Die homogenen Untergruppen beziehen sich auf die jeweilige Darstellungskategorie.

In Abbildung 35 sind die unterschiedlichen Varianten des Vernalisationsversuchs dargestellt.
Diese teilen sich jeweils in die relative Haufigkeit vitaler Pflanzen nach der Vernalisation, die
relative Haufigkeit geschossener Pflanzen wie auch relative Haufigkeit blithender Pflanzen
auf, nach jeweils 16 Wochen nach Wiederantrieb. Auf der Ordinate sind die entsprechenden
relativen Haufigkeiten nach Versuchsablauf aufgetragen. Die homogenen Untergruppen

beziehen sich auf die jeweilige Kategorie tiber alle Varianten.

Es liegen signifikante Unterschiede zwischen den Untersuchten Varianten vor. So liegt
innerhalb der unterschiedlichen Vitalitdten ein p-Wert von p = 3,54 x 10-* vor. Die Haufigkeiten
geschossener Pflanzen unterscheiden sich ebenfalls signifikant (p = 4,39 x 10#). Ferner liegt

zwischen den relativen Hafigkeiten blithender Pflanzen ein signifikanter Unterschied
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zwischen den untersuchten Varianten vor. Dieser belduft sich auf einen p-Wert von

p=1,69 x 10+,

Bei Betrachtung der relativen Haufigkeiten vitaler Pflanzen nach der Vernalisation fallt auf,
dass bei beiden Akzessionen nach 0 wie auch nach 14 Tagen der Vernalisation alle Pflanzen
vital bleiben. Die Akzession TLL4 zeigt dieses auch nach 42 Tagen der Vernalisation, wobei

bei dem Wildtyp SP26 etwa 85 % der Pflanzen nach der Vernalisation vital sind.

Nach einer Vernalisationszeit von 70 Tagen verbleiben etwa 70 % der SP26 bzw. 60% bei der

Akzession TLL4 vital.

Die relativen Haufigkeiten geschossener Pflanzen liegt beim Wildtyp SP26 ohne Vernalisation
bei etwa 33 %, erreicht ein Maximum nach 14-tdgiger Vernalisation mit etwa 60 % und nimmt
mit langer andauernder Vernalisation wieder ab. So zeigen nach 42-tagiger Vernalisation etwa

55 %, nach 70-tagiger Vernalisation 45% der Pflanzen einen elongierten Trieb.

Die Akzession TLL4 zeigt ohne wie auch nach 14-tagiger Vernalisation eine relative Haufigkeit
geschossener Pflanzen von etwa 65 %. Nach 42-tdgiger Vernalisation wird eine relative

Haufigkeit geschossener Pflanzen von etwa 40 %, bzw. nach 70 Tagen von etwa 30 % erreicht.

Etwa 12 % der unvernalisierten Pflanzen des Wildtyps SP26 zeigen eine Bliite. Die relative
Haufigkeit blithender Pflanzen wird nach 42-tdgiger Vernalisation erreicht und zeigt eine
relative Haufigkeit von etwa 45 %. Nach 70-tdgiger Vernalisation nimmt die relative

Haufigkeit blithender Pflanzen wieder ab und erreicht einen Wert von etwa 35 %.

Die Akzession TLL4 zeigt im unvernalisierten Zustand wie auch nach 14-tagiger Vernalisation
eine relative Haufigkeit blithender Pflanzen von etwa 40 %. Nach 42-tdgiger Vernalisation
erreichen etwa 35 % der Pflanzen das Bliitenstadium. Nach 70-tagiger Vernalisation zeigen

etwa 25 % der Pflanzen eine Bliite.
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Im Folgenden wird auf die lediglich durchschnittliche Anzahl von Bliiten eingegangen, da die
Bliiten- bzw. Samenbildung fiir ziichterische Unternehmungen von grofiem Belang und somit

vernalisationsqualitdtsbestimmend ist.
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Abbildung 36 - Durchschnittliche Bliitenanzahl von SP26 nach Vernalisationszeiten von 0, 14, 42 bzw. 70 Tagen bei
konstanten 4 °C und anschlieffender 16-wdchiger Kultivierung im Gewiichshaus bei 22 °C und einer Lichtintensitit von 7 klx

fiir 12 Stunden; (n = 30).

Abbildung 36 zeigt auf der Abszisse den Zeitverlauf iiber 16 Wochen nach
Wiederinkulturnahme. Auf der Ordinate ist die jeweilige durchschnittliche Bliitenanzahl des
Wildtyps SP26 aufgetragen. Die unterschiedlichen Farben stellen die im Versuch betrachteten
Varianten dar. Es sind lediglich die Pflanzen einbezogen worden, die das Bliitenstadium
erreicht haben, da andernfalls eine starke Verfalschung der durchschnittlichen Bliitenanzahlen

aufgetreten wire.

Es zeige sich, dass die unvernalisierte Variante nach 84 Tagen nach Wiederinkulturnahme
begann erste Bliiten zu zeigen. Nach 112 Tagen (16 Wochen) entwickelt diese Variante

durchschnittlich etwa 20 Bliiten.

Alle anderen Varianten zeigen nach 56 Tagen (acht Wochen) erste Bliiten, wobei bei 14-tdgiger
Vernalisation nach 112 Tagen (16 Wochen) durchschnittlich 34 Bliiten je Pflanze gebildet
worden sind. Pflanzen, die 42 Tage einer Vernalisation unterzogen wurden, zeigen nach 112
Tagen bzw. 16 Wochen durchschnittlich 53 Bliiten. Nach 70-tdgiger Vernalisation sinkt die

durchschnittliche Bliitenanzahl auf etwa 42.
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Abbildung 37 - Durchschnittliche Bliitenanzahl von TLL4 nach Vernalisationszeiten von 0, 14, 42 bzw. 70 Tagen bei
konstanten 4 °C und anschlieffender 16-wdchiger Kultivierung im Gewdichshaus bei 20 °C und einer Lichtintensitit von 7 klx

fiir 12 Stunden; (n = 30).

Abbildung 37 zeigt auf der Abszisse den Zeitverlauf iiber 16 Wochen nach
Wiederinkulturnahme. Auf der Ordinate ist die jeweilige durchschnittliche Bliitenanzahl der
Akzession TLL4 aufgetragen. Die unterschiedlichen Farben stellen die im Versuch
betrachteten Varianten dar. Es sind lediglich die Pflanzen einbezogen worden, die das
Bliitenstadium erreicht haben, da andernfalls eine starke Verfalschung der durchschnittlichen

Bliitenanzahlen aufgetreten wire.

Die unvernalisierte Variante zeigt nach 35 Tagen (5 Wochen) erste Bliiten. Nach 112 Tagen (16
Wochen) zeigt diese Variante durchschnittlich etwa 10 Bliiten. Nach 14-tagiger Vernalisation
beginnt die Bliite nach 28 Tagen (4 Wochen) nach Wiederinkulturnahme. Nach 112 Tagen (16
Wochen) zeigt diese Variante durchschnittlich 30 Bliiten. Pflanzen, die {iber einen Zeitraum
von 42 Tagen vernalisiert wurden, zeigen nach 35 Tagen (5 Wochen) erste Bliiten. Nach
Versuchsende sind in dieser Variante durchschnittlich 37 Bliiten gebildet worden. Die
Variante, die einer 70-tadgigen Vernalisation unterzogen wurde, zeige nach 49 Tagen (7
Wochen) erste Bliiten. Nach 112 Tagen (16 Wochen) sind durchschnittlich etwa 21 Bliiten

gebildet worden.
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Abbildung 38 - Durchschnittliche Samenanzahl pro Bliite von SP26 und TLL4; (n = 30). Ermittlung der homogenen

Untergruppen mittels ANOVA und Post-hoc-Test (Tukey-Test) mit einem Konfidenzintervall vn 95%.

In Abbildung 38 sind auf der Abszisse die im Rahmen dieses Versuchs untersuchten
Akzessionen dargestellt. Auf der Ordinate sind die durchschnittlichen Samenanzahlen pro
Bliite dargestellt. Auf eine variantenweise Darstellung wird in diesem Rahmen verzichtet, da

die Unterschiede innerhalb einer Akzession nicht signifikant sind.

Die Akzession TLL4 bildete pro Bliite durchschnittlich etwa 24, der Wildtyp SP26 knapp 20

Samen aus. Es liegt ein signifikanter Unterschied vor (p = 4,12 x 109).
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4.2.3 Diskussion

Bei Betrachtung von Abbildung 20 fallt auf, dass die relative Haufigkeit vitaler Pflanzen bei
beiden Akzessionen mit zunehmender Vernalisationsdauer abnahm. Da die natiirliche Form
der Vernalisation durch den Winter bedingt wird, ist die Vernalisationsperiode deutlich
langer als im vorliegenden Versuch. Trotzdem zeigen Pflanzen im Freiland nicht derartige
Ausfille. Dies lasst sich mit der sehr abrupten Zufithrung des Vernalisationsreizes im
Kiihlhaus begriinden. Im Gegensatz zu Pflanzen im Freiland, die eine durch niedrige
Temperaturen und sich reduzierende Tageslangen im Herbst zunehmend seneszent werden,
fehlte diese Phase bei den Versuchspflanzen, was zur Folge hatte, dass vor allem bei langer
andauernder Vernalisation relativ grofse Ausfille zu verzeichnen waren. Ferner beschreiben
Michaels und Amasino (2000), dass fiir eine erfolgreiche Vernalisation die Kaltebehandlung

bei freilandtypischen Lichtverhaltnissen vonstattengehen muss [175].

Der Anteil geschossener Pflanzen zeigte beim Wildtyp SP26 nach 14-tagiger Vernalisation
seinen Hohepunkt bei etwa 60 %. Eine dhnliche relative Haufigkeit geschossener Pflanzen
zeigte TLL4 ohne bzw. nach 14-tdgiger Vernalisation. Langere Vernalisationszeiten zeigten
einen negativen Einfluss auf die relativen Haufigkeiten geschossener Pflanzen. Dies
untermauert die vorangegangene These der Schadigung durch einen fehlenden Einzug der
Pflanzen iiber den Herbst [169,175]. Eine Mdglichkeit diese Problematiken zu umgehen, ware
eine Seneszenz der Pflanze durch geringe Tagesliangen zu induzieren [179] und in einem
zweiten Schritt die Vernalisation vorzunehmen. Ebenfalls liefle sich eine Seneszenz der
Pflanzen durch die Applikation von Ethen induzieren [180]. Als dritte Moglichkeit wére es
denkbar, die zu vernalisierenden Pflanzen bei abnehmenden Tagesldngen im Freiland zu
kultivieren, diese einer Vernalisation im Kiihlhaus zu unterziehen und nach Erreichen der
notigen Vernalisationszeit im Gewdchshaus anzutreiben. Eine Vernalisation im Freiland
wiirde Risiken dergestalt bergen, dass einerseits die notwendige Vernalisationstemperatur
unbekannt ist, andererseits eine Devernalisation durch relativ warme Temperaturperioden
eintreten kann und die Moglichkeit der generativen Pflanzenentwicklung wieder umkehrt

[181]. Hierdurch bedingt sich eine multipel begriindete Problemstellung.

Die relativen Haufigkeiten blithender Pflanzen zeigen bei den untersuchten Akzessionen
unterschiedliche Entwicklungscharakteristika. SP26 zeigt als unvernalisierte Variante
signifikante geringere relative Haufigkeiten blithender Pflanzen. Entgegen der Aussage von

117



Chen (2021) scheint Silphium sp. nicht vollstandig obligat vernalisationsbediirftig [169]. Es lasst
sich allerdings einerseits an den Ergebnissen des vorliegenden Versuchs an
Silphium perfoliatum, wie auch an den Versuchen von Greve et al. (2023) zeigen, bei denen
Silphium integrifolium im Feldversuch ohne einen Kalteeinfluss die Infloreszenz erreichte

zeigen [1], dass hier vermutlich ein fakultatives Vernalisationsbediirfnis vorliegen wird.

Nach 42-tagiger Vernalisation wurde ein Maximum erreicht, was darauf schliefSen lasst, dass
eine langer andauernde Vernalisation einen negativen Einfluss auf die Bliitenbildung hat. Dies
lasst sich ebenfalls mit der voranschreitenden Schwachung der Pflanzen durch die

Vernalisation im Kiihlhaus begriinden.

TLL4 zeigte ohne bzw. nach 14-tigiger Vernalisation die hochsten relativen Haufigkeiten
blithender Pflanzen. Mit zunehmender Vernalisationszeit nahm der Anteil blithender
Pflanzen ab. Einerseits lasst sich dies durch die Schadigung der Pflanzen durch die abrupte
Vernalisation im Kiihlhaus erklaren. Andererseits zeigte die anfanglich relativ hohe relative
Haufigkeit blithender Pflanzen, dass eine Vernalisation unter Umstédnden bei dieser Akzession
ebenfalls nicht notwendig ist. Hierzu gabe es zwei unterschiedliche Erkldrungsansatze.
Einerseits konnte das Vernalisationsbediirfnis der Pflanze relativ gering sein, was anhand der
klimatischen Situation im natiirlichen Habitat insofern moglich sein konnte, da die
vorliegenden Temperaturen fiir einen langen Zeitraum zu niedrig fiir eine erfolgreiche
Vernalisation sind. Optimale Temperaturen fiir einen Vernalisationsprozess liegen im
Regelfall zwischen 1-10 °C [170,175] Andererseits wird diese Akzession seit einigen Jahren
mittels Selektionszucht bearbeitet, sodass hierdurch ein Domestikationseffekt geschaffen
wurde, durch den das Vernalisationsbediirfnis gegebenenfalls geschmaélert worden sein
konnte [72]. Ein anderer Ansatz, der die Bliteninduktion bei unvernalisierten Pflanzen
erklaren konnte ist die Wirkung des Florigens, welches in den Blattern gebildet und im Apex
akkumuliert wird. Hierdurch kann die Bliite induziert werden. Die Tageslange spielt hierbei
eine mafigebliche Rolle, da die Biosynthese stark von der zur Verfligung stehenden
Lichteinfallsdauer abhdngt [182]. Da noch nicht bekannt ist, ob Silphium perfoliatum
tageslangenabhéngige Bliiteninduktionsmechanismen besitzt, wiirde es an dieser Stelle

weiterer Forschung bediirfen.

Bei Betrachtung der Bliitenbildung beider Akzessionen iiber den Zeitverlauf von 16 Wochen

(Abbildung 36 und 37) lasst sich schnell feststellen, dass der Wildtyp SP26 tiber alle Varianten
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hinweg mehr Bliiten ausprégte als der kommerziell angebaute Kultivar TLL4. Gleichzeitig
bildet SP26 signifikant weniger Samen pro Bliite als TLL4, wodurch sich die These aufstellen
lasst, wonach die Pflanzen unterschiedliche Okologische Strategien verfolgten. Um dies
zuverldssig zu untersuchen, wiirde es weiterer Untersuchungen am natiirlichen Standort der
Pflanzen bediirfen, um die dortigen Bedingungen zu evaluieren. Es liefle sich {iber dies
mutmaflen, dass es hier durch ziichterisch bedingte Eingriffe eine Verschiebung zu

zahlenmafsiig weniger, dafiir grofieren Samen stattgefunden haben konnte.

Ferner fallt auf, dass bei beiden Akzessionen eine 42-tagige Vernalisation am meisten Bliiten
hervorgebracht hat. Eine langer andauernde Vernalisation zeigte einen negativen Einfluss auf
die Anzahl gebildeter Bliiten. Dies ldsst sich vermutlich ebenfalls auf die Schwachung der
Pflanzen durch die fehlende Seneszenz erkldren. Vergleichbare Ergebnisse zeigen die
Versuche von Chen (2021). So wurden an Pflanzen von Silphium integrifolium in BBCH 1 4 bis
BBCH 1 5 nach einer Vernalisationszeit von vier Wochen die grofiten Anteile vernalisierter

Pflanzen festgestellt [1,169].

Eine weitere Moglichkeit die Bliiteninduktion zu induzieren ist die Applikation von exogenen

Phytohormonen [183], welche im Folgeversuch erldutert wird.
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4.3 Bliiteninduktion durch Applikation exogener Phytohormone

Im vorangegangenen Versuch wurde gezeigt, dass Silphium perfoliatum in der Lage ist durch
einen initiierten Vernalisationsprozess durch gezielte Kalteapplikation das Stadium des
generativen Wachstums zu erreichen. Eine Substitution dieses Verfahrens konnte durch eine
Applikation exogener Pflanzenwachstumsregulatoren erfolgen, wodurch ein entsprechender
Versuch legitimiert wird. Diese Wachstumsregulatoren sind in der Lage, die Entwicklung von
Pflanzen unterschiedlichen Alters in verschiedene Richtungen durch Erhhung der Gehalte in
der Pflanze bzw. eine Verdnderung der Verhéltnisse antagonistisch wirkender
Wachstumsregulatoren zu verandern [184]. So kann dies dazu fiihren, dass die Pflanzen ohne
Vernalisationsreiz in das generative Wachstum gelangen, wodurch die Nutzung eines
Kiihlhauses und die damit einhergehenden Schwierigkeiten umgangen werden konnen. Als
in Frage kommende Wachstumsregulatoren wurden einerseits Gibberellinsdure (GAs) in
Betracht gezogen [183]. Andererseits wurde das Phytohormon Cytokinin (6BAP) in diesem
Kontext untersucht, das ebenfalls die Bliite wie auch die Bliitenarchitektur beeinflussen kann

[185].

Gibberellinsduren spielt in allen Stadien der pflanzlichen Entwicklung eine grofie Rolle
[69,183,184]. Bezugnehmend auf die Einleitung der generativen Phase, regulieren Gibberelline
einerseits das vegetative Langenwachstum der Sprossachse vieler Blith- und
Medizinalpflanzen [184]. Hierbei wird die Zellstreckung durch die aus der Gibberellinsaure-
Biosynthese resultierende Starkehydrolyse die Mobilisierung von Starke in den Blattern durch
eine erhohte Amylaseaktivitat verstarkt [186,187]. Andererseits wird durch den Gehalt von
Gibberellinsauren der Beginn und die Entwicklung der Bliite induziert und ist
ausschlaggebend fiir die mannliche und weibliche Fertilitat, nicht aber fiir die Differenzierung

der Bliitenorgane von wesentlicher Bedeutung [188,189].

Cytokinine sind an nahezu allen Aspekten des Pflanzenwachstums und der
Pflanzenentwicklung beteiligt und zu Teilen nicht vollstindig erarbeitet [190]. Trotz der
Aufklarung mehrerer Wege, die den Ubergang vom vegetativen Wachstum zur Bliite in
Arabidopsis regulieren [191,192], bleibt die Rolle der Cytokinine weiter unklar. Wiederholte
exogene Gaben von Cytokinin aktivierten die Bliite an relativ alten vegetativen Pflanzen. Dies

traf allerdings nicht auf Jungpflanzen zu [190,193-195].

120



4.3.1 Material und Methoden

In einem zweiten Versuch wurden Moglichkeiten der Infloreszenzinduktion durch

Applikation exogener Wachstumsregulatoren an Silphium perfoliatum evaluiert.

4.3.1.1 Akzessionsauswahl
Fiir diesen Versuch wurde eine Akzession von Silphium perfoliatum untersucht. Hierfiir wurde

auf einen Wildtyp aus dem stidlichen Verbreitungsgebiet (SP26) zuriickgegriffen [62].

4.3.1.2 Samenerzeugung

Zu Beginn des Versuchs wurde durch handisches Bestauben Populationssaatgut erzeugt. Die
Herstellung des notigen Saatgutes fand im geschiitzten Anbau im Gewdachshaus statt. Hierzu
wurde einige Tage vor Offnung der Bliite ein feinmaschiger Netzbeutel {iber die Knospe
gestiilpt, um eine unbeabsichtigte Bestaubung durch Insekten zu vermeiden. Sobald die
Naben der Zungenbliiten einer Bliite freilagen, wurde unmittelbar vorher gesammelter Pollen
derselben Akzession appliziert und so eine Bestdaubung vorgenommen. Um eine
Sekundarbestdaubung durch Insekten zu vermeiden, wurde der Netzbeutel nach der
Bestaubung erneut angebracht. Die Samenernte fand nach vollstandiger Abreife der Samen

statt.

4.3.1.3 Herstellung geeigneten Pflanzenmaterials

Die fiir den Versuch bendtigten Pflanzen wurden in Anzuchtplatten mit 40 mm Topfen
angezogen. Hierzu wurden die Samen im Vorfeld mit einer 0,05 prozentigen
Gibberellinsdaurelosung (GAs) fiir 12 Stunden bei 4 °C behandelt, um die Keimung zu
katalysieren [28] und in einer Klimakammer bei 22 °C und einer Lichtintensitdt von
200 umolm™2?s™1 fiir 12 Stunden am Tag kultiviert. Nach der Entwicklung von zwei
vollentwickelten Laubblidttern wurden die Pflanzen vereinzelt und in Topfen mit einem
Volumen von zwei Litern im Gewd&chshaus bei einer Temperatur von 22 °C und einer
Lichtintensitdt von 7 klx als konstante Zielgrofse bis zum Achtblattstadium herangezogen

(BBCH 1 4) [1].

Da hier von einer gewissen Entwicklungsstreuung auszugehen war und eine gewisse
Homogenitat im Ausgangsmaterial fiir den geplanten Versuch von Vorteil ist, wurden an

dieser Stelle entsprechende Pflanzen selektiert.
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4.3.1.4 Applikation der Wachstumsregulatoren

Nach Erreichen des Achtblattstadiums (BBCH 1 4) [1], wurden die Pflanzen entsprechend
ihrer zugeordneten Variante mittels eines homogenen Spriihnebels umfassend mit
entsprechenden Wachstumsregulatoren und entsprechender Konzentration behandelt. Die
Behandlung erfolgte in einem zu den anderen Versuchspflanzen isolierten Raum um

unbeabsichtigte Aerosolkontakte zu vermeiden. Im Falle einer dreimaligen Applikation

folgten diese mit 72-stiidigem Abstand aufeinander.

4.3.1.5 Untersuchte Varianten

Fiir die Applikation von Gibberellinsdure wurde GAs als Musterpraparat verwendet [186,187].

Als Cytokininderivat wurde 6-Bentylaminopurin (6BAP) angewendet [190].

Tabelle 10 - Varianten des Versuchs zur Substitution der Vernalisationsphase durch Applikation exogener
Wachstumsregulatoren

Variante Varianteninhalt Konzentration Applikationshaufigkeit

1 Kontrolle

2 GAs 10> Mol/1 einfach

3 6BAP 10> Mol/1 einfach

4 GAs 10 Mol/1 einfach

5 6BAP 10~ Mol/1 einfach

6 GAs 10> Mol/1 dreifach

7 6BAP 10> Mol/1 dreifach

8 GAs 10 Mol/1 dreifach

9 6BAP 10~ Mol/1 dreifach

10 GAs + 6BAP 10~ Mol/1 + 105 Mol/1 einfach

11 GAs + 6BAP 10 Mol/1 + 10 Mol/1 einfach

12 GAs + 6BAP 10 Mol/1 + 10 Mol/1 dreifach

13 GAs + 6BAP 10~ Mol/1 + 10 Mol/l dreifach
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4.3.1.6 Weiterkultur der Pflanzen im Gewichshaus

Nach  Behandlung der Versuchspflanzen = wurden diese  weiterhin  unter
Gewadchshausbedingungen bei 22 °C und einer Lichtintensitdt von 7 kix fiir 12 Stunden am
Tag als konstante Zielgrofie fiir 10 Wochen weiterkultiviert. Nach Ablauf dieses Zeitraums

wurde der Versuch beendet.

4.3.1.7 Datenerhebung
Fiir die Erfassung der Wachstumsparameter wurden in einem wochentlichen Boniturintervall
fiir 10 Wochen die Vitalitat, das Schossen wie auch die beginnende Infloreszenz der Pflanze

festgestellt.

4.3.1.8 Datenverarbeitung

Die erfassten Daten wurden variantenspezifisch aufgearbeitet. Hierbei wurde in erster Instanz
neben der Vitalitat nach der Applikation die generelle Fahigkeit der Pflanzen beleuchtet ein
Sprosswachstum zu initiieren (BBCH Makrostadium 3 [1]). Im spateren Verlauf des Versuchs
wurde die Infloreszenz evaluiert. Die statistischen Berechnungen basieren auf einem
Konfidenzintervall von 95 %. Homogene Untergruppen wurden mittels des Tukey-Tests
(Post-hoc-Test) ermittelt und durch entsprechende Buchstabenkombinationen in den

Abbildungen gekennzeichnet.
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4.3.2 Ergebnisse

Die Darstellungen beziehen sich auf einen Versuchsumfang von 24 Pflanzen je Variante.
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Abbildung 39 - Darstellung relevanter Versuchsergebnisse nach 10-wéchiger Kultur nach unterschiedlicher Vernalisationszeit
von SP26; (n = 24). Ermittlung der homogenen Untergruppen mittels ANOVA und Post-hoc-Test (Tukey-Test) mit einem

Signifikanzniveau von 0,05. Die homogenen Untergruppen beziehen sich auf die jeweilige Darstellungskategorie.

Abbildung 39 zeigt die unterschiedlichen Varianten des Vernalisationssubstitutionsversuchs.
Diese teilen sich jeweils in die relative Haufigkeit vitaler Pflanzen nach der Vernalisation, die
relative Haufigkeit geschossener Pflanzen wie auch relative Haufigkeit blithender Pflanzen
auf nach 10 Wochen in Kultur. Auf der Ordinate sind die entsprechenden relativen
Haufigkeiten nach Versuchsablauf aufgetragen. Es wurde der Wildtyp SP26 verwendet. Die
homogenen Untergruppen beziehen sich auf die jeweilige Kategorie. Die angegebenen

homogenen Untergruppen beziehen sich auf die jeweilige Darstellungskategorie.

Die Ergebnisse zeigen in allen Varianten eine hundertprozentige Vitalitdat der Pflanzen. Es
lagen an dieser Stelle keine signifikanten Unterschiede vor. Hiervon abweichend ist die

relative Haufigkeit geschossener Pflanzen stark variierend. So zeigt Variante 8 eine relative

124



Haufigkeit von etwa 55% geschossener Pflanzen, die mindestens einen Trieb gebildet haben.
Varianten 4, 11 und 13 beschreiben eine geringere relative Haufigkeit geschossener Pflanzen,
die sich nicht signifikant voneinander unterschieden und zwischen 20 % und 30% liegen.
Varianten 6 und 12 zeigen relative Haufigkeiten von unter 10% geschossener Pflanzen. Alle
iibrigen Varianten wie auch die Kontrolle zeigen keine Reaktion auf die Applikation exogener

Phytohormone. Es liegen trotz allem signifikante Unterschiede vor (p = 5,3 x 1075).

Varianten 4, 6, 8 und 11 zeigen relative Haufigkeiten blithender Pflanzen von unter 10%. Es
liegt kein signifikanter Unterschied zu den Varianten, die keine Reaktion auf die Behandlung

mit exogenen Phytohormonen erfahren haben, vor (p = 0,32).
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Abbildung 40 - Durchschnittliche Bliitenanzahl wvon SP26 nach  Applikation —unterschiedlicher —exogener

Wachstumsregulatoren. (Die Abbildung zeigt lediglich die tatsichlich bliitenbildenden Varianten.)

Abbildung 40 zeigt auf der Abszisse den Zeitverlauf {iber 10 Wochen nach Versuchsbeginn.
Auf der Ordinate ist die jeweilige durchschnittliche aufsummierte Bliitenanzahl des Wildtyps
SP26 aufgetragen. Die unterschiedlichen Farben stellen die im Versuch betrachteten Varianten
dar. Es sind lediglich die Pflanzen einbezogen worden, die das Bliitenstadium erreicht haben,
da andernfalls eine starke Verfalschung der durchschnittlichen Bliitenanzahlen aufgetreten

ware.

Variante 6 zeigt 49 Tage nach Versuchsbeginn erste Bliiten. Nach 70 Tagen sind

durchschnittlich 32 Bliiten gebildet worden. Variante 8 zeigt nach 56 Tagen erste Bliiten. Nach
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63 Tagen stagniert die Bliitenbildung und verbleibt bei einer durchschnittlichen Bliitenanzahl
von 7. Variante 4 und 11 zeigen erste Bliiten nach 70 Tagen. Variante 4 zeigt durchschnittlich

vier Bliten; Variante 11 finf.

4.3.3 Diskussion

Bei Betrachtung von Abbildung 21 fallt auf, dass in allen Varianten samtliche
Versuchspflanzen nach der Applikation der Wachstumsregulatoren vital waren.
Entsprechend lag die Vitalitdt unverandert bei 100 %. Dies zeigt, dass keine negative Wirkung

durch die Applikation exogener Phytohormone auf die Vitalitat der Pflanzen vorlag.

Varianten 4, 6, 8, 11, 12 und 13 zeigten eine Reaktion in Form einer Triebelongation auf die
jeweilige Behandlung. Hierbei fillt auf, dass es ausschliefslich Varianten, die Gibberellinsaure
beinhaltende Varianten waren. Dies deutet darauf hin, dass die Applikation exogener
Gibberellinsdure einen vergleichbaren Einfluss auf die Triebelongation aufweist, wie sie durch
erfolgreiche Vernalisation erreicht werden kann. Vergleichbare Resultate wurden in
vorangegangenen Studien erarbeitet [184,186,187]. Ferner fiihrte eine erhohte Gabe von GAs
zu verstarktem Langenwachstum. Dies wurde ebenfalls von Jones und Kaufman (1983)

beobachtet [196].

Varianten 2 und 10 zeigten vermutlich aufgrund ihrer geringen Aufwandmenge keine

Reaktion auf die applizierten Phytohormone.

Eine Applikation von Cytokinin (6BAP) zeigte keine Reaktion in Form einer Zellstreckung im
Trieb, was an den Varianten 3, 5, 7 und 9 zu erkennen ist. Allerdings fiihrte eine gleichzeitige
Applikation von Gibberellinsdure und Cytokinin zu einer Reduktion der relativen Haufigkeit
elongierter Triebe, wodurch davon auszugehen ist, dass eine Hemmung der Zellelongation

durch Cytokinin vorlag.

Eine Bliitenbildung trat lediglich bei Varianten 4, 6, 8 und 11 auf. Die relativen Haufigkeiten
der Bliitenbildung waren allerdings deutlich niedriger als die relative Haufigkeit geschossener
Pflanzen. Dies zeigte, dass die Bliitenbildung nicht direkt mit der Triebelongation verkniipft
ist. Eine Applikation von exogener Gibberellinsdure zeigte zwar eine zellstreckende Wirkung,
jedoch ist die Bliitenbildung bei allen Varianten lediglich schwach ausgeprédgt. Dies

widerspricht der These von Nover et al. (2008) [183], lasst sich allerdings mit der These von
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Griffiths et al. (2006) erkldren, die besagt, dass Gibberelline infloreszenzvorbereitende

Prozesse einleiten, die eigentliche Bliite hingegen anderweitig induziert wird [188].

Abbildung 40 zeigt, dass Variante 6 70 Tagen nach Applikationsbeginn mit durchschnittlich
32 Bliiten pro Pflanze die meisten Bliiten ausbildete. Die Varianten 4, 8 und 11 zeigten eine
deutlich geringere durchschnittliche Bliitenanzahl. Da dies lediglich ein geringer Anteil der
Versuchspflanzen gezeigt hat und kein signifikanter Unterschied zu allen weiteren Varianten
vorliegt, wird hier auf eine weitere Mutmafsung verzichtet. Es wiirde an dieser Stelle weiterer

Forschung bediirfen.
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4.4 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Durch gezielte Eingriffe in die Vernalisationsphase des Entwicklungszyklus von Silphium
perfoliatum konnte eine mafigebliche Verkiirzung der Generationszeit erarbeitet werden. Es

wurden hierzu zwei Versuche durchgefiihrt.

Fiir die Evaluation der notwenigen Vernalisationsdauer von Silphium perfoliatum wurden zwei
unterschiedliche Kultivare untersucht. SP26 als Wildtyp aus dem stidlichen Bereich des
Verbreitungsgebietes und TLL4 als kommerziell angebaute Akzession. Es wurden juvenile
Pflanzen im Acht- bis Zehnblattstadium Kaltebehandlungen unterschiedlicher Zeitspannen
unterzogen um so die notwenige Vernalisationszeit zu evaluieren. Hierbei wurden
signifikante Unterschiede beziiglich des Triebwachstums und dem Bliihverhalten gezeigt. So
zeigt eine 42-tdgige Vernalisation bei 4 °C im Kiihlhaus mit einer anschlieffenden
Antriebsphase bei 22 °C und einer Lichtintensitdt von 7 klx fiir 12 Stunden die hochste relative
Haufigkeit blithender Pflanzen. Kiirzere wie auch ldngere Vernalisationsdauern zeigten
hierbei jeweils geringere Neigungen in die Phase der generativen Entwicklung tiberzugehen.

Hypothese 1 lasst sich somit bestatigen.

In einem Folgeversuch wurden Modglichkeiten evaluiert, durch die das
Vernalisationsbediirfnis der Pflanzen iibersprungen werden kann. Hierzu wurden juvenile
Pflanzen der Akzession SP26 mit den Wachstumsregulatoren Gibberellinsdure (GAs) und
Cytokinin (6BAP) behandelt. Hierdurch liefs sich bei einzelnen Varianten ein Triebwachstum
induzieren. Allerdings wurde die generative Entwicklungsphase, die sich durch Bliiten- und
Samenbildung definiert lediglich unregelméfig erreicht, sodass Hypothese 2 zu verwerfen ist.

Es wiirde an dieser Stelle weiterer Forschung bediirfen.

Durch die Verkiirzung der Vernalisationszeit auf ein Minimum ldsst sich die Generationszeit
mafigeblich verkiirzen. Eine praktische Anwendung der erarbeiteten Methode bedarf noch
weiterer Optimierung, wobei diese Arbeit gezeigt hat, dass eine kiinstlich herbeigefiihrte

Vernalisation eine probate Moglichkeit zur Generationszeitverkiirzung darstellt.
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5. Gesamtfazit

Die Art Silphium spielt in der modernen Landwirtschaft eine immer grofier werdende Rolle.
Hierbei hat sich in der Vergangenheit Silphium perfoliatum als mehrjahrige Biomassepflanze
fiir die stoffliche Nutzung wie auch fiir die energetische Verwertung in Vergarungsanlagen
im europdischen Raum etabliert. Silphium integrifolium wird im nord- wie auch
siidamerikanischen Raum primér fiir die Nutzung als mehrjahrige Olpflanze erforscht und
beziichtet. Beide Arten weisen hierbei neben vielversprechenden 6konomischen Leistungen
ebenfalls grofie ©kologische Vorteile auf. So wirkt die Kultur von Silphium durch den
mehrjdhrigen Wuchs und das ausgepragte Wurzelwerk sehr positiv auf das Bodengefiige.
Durch die ausdauernde Bliite stellt die Art iiber dies eine {ippige Nahrungsquelle fiir eine

Vielzahl von Insekten und anderen Lebewesen dar.

Durch die Etablierung einer BBCH-Skala fiir Silphium perfoliatum und Silphium integrifolium
wurde eine Mdglichkeit geschaffen die Entwicklung beider Arten in einem hinreichenden
Umfang zu beschreiben, zu vergleichen und eine eindeutige Definition des
Entwicklungsstadiums zu definieren. Dies kann fiir den Anbau, die Nutzung wie auch die

Zichtung von Silphium hilfreich sein.

Die Entwicklung des Pflanzenbestandes zeigte sich im Feldversuch relativ heterogen. Ferner
birgt Silphium ein grofies ziichterisches Potenzial, was einen Ziichtungsansatz fiir diese
Wildpflanze legitimiert. Da sich der erste Generationszyklus von Silphium iiber zwei Jahre
erstreckt, stellt dies eine grofse Hiirde fiir etwaige Ziichtungsansitze dar. Somit ist eine
Verkiirzung des Generationszyklus fiir die Ziichtung der von Silphium von grofier Bedeutung.
So ldsst sich die Generationszeit durch bestimmte FEingriffe in den natiirlichen
Entwicklungsablauf stark verkiirzen. So lassen sich durch die Anwendung einer
Embryokultur unreife Embryonen in vitro zu Jungpflanzen weiterentwickeln. Eine weitere

Moglichkeit ist die Reduktion der notwendigen Vernalisationszeit auf ein Minimum.

Mit den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Methoden liefSen sich der Anbau sowie die
Zichtung von Silphium in einem gewissen Mafle optimieren. Trotzdem ist diese Arbeit
lediglich ein Stein im Mosaik aller Moglichkeiten die Inkulturnahme dieser

vielversprechenden Kulturpflanze voranzutreiben.
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