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Entwicklung von in vitro-Vermehrungsverfahren

zur Produktion glucosinolatreicher

Kapuzinerkresse (Tropaeolum majus L.) fiir die
landwirtschaftliche Nutzung

Einleitung

Die Kapuzinerkresse (Tropaeolum ma-
jus L.) ist eine glucosinolathaltige Pflan-
ze, die in ihren Blattern betrachtliche
Mengen Glucotropaeolin enthilt. In der
Naturheilkunde werden Zubereitungen
dieser Pflanze vor allem zur Behand-
lung von Infektionen der Harnwege
eingesetzt (1). Ein Wirkprinzip basiert
auf der Freisetzung von Senfdlen im
Verdauungstrakt. Wird das Gewebe glu-
cosinolathaltiger Pflanzen verletzt und
damit die Kompartimentierung aufge-
hoben, so werden diese Naturstoffe von
einer Myrosinase hydrolysiert. Dabei
entsteht ein Gemisch von unterschiedli-
chen Reaktionsprodukten, wie Isothio-
cyanaten, Thiocyanaten und Nitrilen (2,
3). Diese komplexen, je nach Reaktions-
bedingungen unterschiedlich zusam-
mengesetzten Mischungen werden als
Senfsle bezeichnet; entsprechend ent-

steht beim Verzehr von Kapuzinerkresse
aus Glucotropaeolin das Benzylsenfol.
Diese Mischung aus Benzylisothiocya-
nat, Benzylthiocyanat und Benzylnitril
wird im Diinndarm resorbiert und - wie
auch fiir andere Xenobiotika beschrie-
ben — an Glutathion gebunden und an-
schlieflend tiber den Urogenitaltrakt
ausgeschieden. Im Harn kénnen dann
vor allem das Benzylisothiocyanat und
dessen Merkaptursdure-Derivate ihre
antibakterielle Wirkung entfalten und
so die Erreger von Harnwegsinfekten
gezielt bekampfen (4).

Ziel war es, ein Tropaeolum-Priparat zu
entwickeln, das lediglich aus getrock-
neten Kapuzinerkresse-Blittern besteht.
Um bei einer entsprechenden Therapie
eine ausreichend hohe Senfil-Konzen-
tration im Harn zu generieren, sind
allerdings relativ hohe Glucosinolat-
Dosen erforderlich: pro Tag sollten 120

Zusammenfassung

Die Kapuzinerkresse (Tropaeolum majus L.) wird in der Naturheilkunde unter anderem
zur Behandlung von Infektionen der Harnwege eingesetzt. Das Wirkprinzip basiert auf
der Freisetzung von Senfélen aus Glucotropaeolin. Zur Entwicklung eines Tropaeolum-
Praparates, das lediglich aus getrockneten Kapuzinerkresse-Blattern besteht, ist aller-
dings eine ausreichend hohe Konzentration dieses Glucosinolats erforderlich. Bei einem
Screening von ber 200 Pflanzen wurden insgesamt 10 Tropaeofum-Pflanzen ausge-
wahlt. Um somaklonale Variationen und die damit verbundene Variabilitat der Regene-
rate maglichst auszuschlieBen, erfolgte die Massenvermehrung in vitro mittels Vielfach-
sprosshildung. Bei den Arbeiten zur Optimierung der Bedingungen der in vitro-Kultur
wurde neben dem Vermehrungsfaktor vor allem die Wachstumscharakteristik von Spross
und Wurzeln berlicksichtigt. Dabei erwies sich die klassische Kultur auf Festmedien ef-
fektiver als der Einsatz von Tl-Systemen (Temporary Immersion System). Die Analyse der
Regenerate ergab, dass deren Glucosinolatgehalte deutlich niedriger waren, als die der
Glucotropaeolin-reichen Ausgangspflanzen; dies ist wahrscheinlich auf die unterschied-
lichen Witterungsbedingungen der jeweiligen Jahre zurlickzufihren. Allerdings wiesen
die genetisch identischen tber in vitro-Kultur vermehrten Pflanzen im Vergleich zu den
aus klassischen Saatgutmischungen stammenden deutlich geringere Schwankungsbrei-
ten der Glucosinolat-Gehalte auf. Da die angestrebten, sehr hohen Wirkstoff-Gehalte
nicht erzielt werden konnten, erscheint der kosten- und arbeitsintensive Einsatz der in
vitro-Kulturtechnik zur Massenvermehrung von Tropaeofum fur die pharmazeutische
Nutzung zunachst nicht gerechtfertigt. Andererseits ist das Wuchsverhalten der in vit-
ro-kultivierten Kapuzinerkressepflanzen wesentlich homogener als das bei Verwendung
heterogener Populationen, so dass bei halbmechanisierter Ernte des Pflanzenmaterials
wesentlich geringere verletzungsbedingte Verluste an Glucosinolaten zu erwarten sind.
Ob und inwieweit allerdings die Massenvermehrung von Tropaeolum-Pflanzen zur phar-
mazeutischen Nutzung tatsichlich einen 6konomischen Vorteil hat, muss sich erst in
weiteren entsprechenden Pilot-Projekten zeigen.

Schlagwaorter
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—240 mg Glucotropaeolin verabreicht
bzw. dessen Reaktionsprodukte aufge-
nommen werden (1). Um zu gewihrleis-
ten, dass z.B. eine mittlere Menge von
150 mg Glucotropaeolin in einer ange-
messenen, nicht zu hohen Anzahl an
Arznei-Kapseln (maximal 10 pro Tag)
verabreicht werden kann und unter Be-
riicksichtigung einer maximalen Fiill-
menge von 0,3 g Trockenmaterial pro
Kapsel, ist es erforderlich, dass die Tro-
paeolum-Blitter Glucosinolat-Konzen-
trationen von mindestens 50 mg Gluco-
tropaeolin pro g Trockengewicht, bzw.
ca. 120 umol / g TG aufweisen. Bis dato
gibt es allerdings im Handel keine fiir
eine entsprechende pharmazeutische
Nutzung geziichteten Kapuzinerkresse-
Varietaten mit den erforderlichen hohen
Glucosinolat-Konzentrationen in den
Blittern. Eine weitere Schwierigkeit be-
ruht auf der schnellen, auch im Zuge der
Ernte und Trocknung einsetzenden Hy-
drolyse der Glucosinolate. Dabei kommt
neben der Dekompartimentierung auch
der Ascorbinsdure-induzierten, post-
mortalen Aktivierung der Glucosino-
lat-hydrolysierenden Myrosinase eine
besondere Bedeutung zu (5). Um die im
Zuge der Nacherntebehandlung indu-
zierten Glucosinolat-Verluste zu mini-
mieren, sollte die Myrosinase-Aktivitat
in den Blittern relativ niedrig sein, bzw.
sollte die enthaltene Myrosinase nicht
aktiviert vorliegen. Witnschenswert wi-
ren so niedrige Ascorbinsidure-Gehalte
in den Bléttern, dass die Myrosinase im
Zuge der durch die Ernte und Trock-
nung ausgelosten postmortalen Dekom-
partimentierungen nicht oder nur sehr
gering aktiviert wird.

Diesen Uberlegungen entsprechend wur-
de ein Screening an mehr als zweihun-
dert Tropaeolum-Pflanzen durchgefiihrt
(6). Die hierbei verwendeten Pflanzen
entstammten aus unterschiedlichsten
Akzessionen, wie z.B. aus lokalen Gar-
ten- und Baumirkten sowie aus einer
nicht ziichterisch bearbeiteten Saatgut-
mischung, die von der Firma Dreluso
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Pharmazeutika, Hessisch-Oldendorf, zur
Verfiigung gestellt wurde (6). Die Ascor-
binsdure-Gehalte variierten zwischen
8 — 35 mmol / kg FG, die Myrosinase-Ak-
tivititen zwischen 0,2 ukat/g TG und
4 pkat / g TG. Auch die Glucosinolat-Ge-
halte der einzelnen Pflanzen variierten
um mehr als das Dreifache von 40 bis zu
130 pmol / g TG (6). Des Weiteren wurde
das Ausmaf} der jeweiligen, durch die
Ernte und Trocknung hervorgerufenen
Glucosinolat-Verluste ermittelt. Da die
in vitro gemessenen Myrosinase-Aktivi-
titen nicht mit den Verlusten an Gluco-
sinolaten bei der Trocknung korrelierten
und auch die Ascorbinsaure-Konzentra-
tionen in allen Pflanzen zur Aktivierung
ausreichend hoch waren, wurde als Pa-
rameter zur Selektion ausschliefilich der
Glucosinolat-Gehalt in der getrockneten
Droge heran gezogen (6).

Insgesamt wurden 10 Tropaeolum-
Pflanzen, die fiir die pharmazeutische
Nutzung besonders geeignet erschie-
nen, fir die vegetative Massenvermeh-
rung ausgewihlt. Diese erfolgte mittels
steriler in vitro-Kultur. Diese Methode
hat den Vorteil, dass ein langjdhriger
Zichtungsprozess, wie er bei genera-

tiv vermehrten Sorten erforderlich ist,
extrem verkiirzt werden kann, so dass
hiiufig bereits nach zwei Vegetations-
perioden die ersten Ergebnisse vorlie-
gen konnen (7). Gepriifte Elitepflanzen
mit hohen Wirkstoffgehalten stellen die
Qualitat der Droge iiber die vegetativ
vermehrten Jungpflanzen sicher. Die
Anwendung der Kultur definierter Lini-
en hat sich vor allem auch im Zierpflan-
zenbereich verbreitet durchgesetzt (8).
Aber auch fiir Medizinalpflanzen sind
entsprechende Beispiele bekannt; hier
sind die Arbeiten an Baptisia tinctoria
hervorzuheben (9). Allerdings muss be-
riicksichtigt werden, dass die in vitro-
Vermehrung ékonomisch nur sinnvoll
ist, wenn das Endprodukt entsprechend
hochwertig ist, da die Methode arbeits-
technisch aufwindiger ist, als die Pro-
duktion von Jungpflanzen iiber Saat-
gut. Sollte sich herausstellen, dass dies
nicht der Fall ist, kénnen die selektier-
ten Mutterpflanzenbestinde allerdings
auch fir spatere Ztichtungsprogramme
verwendet werden.

Um somaklonale Variationen und die
damit verbundene Variabilitat der Rege-
nerate moglichst auszuschliefien, sollte
die Massenvermehrung tiber Vielfach-

Development of an in vitro system to propagate glucosinola-
te rich nasturtium (Tropaelum majus L.) varieties for agricul-

tural use

Abstract

In natural medicine nasturtium (Tropaeolum majus L.} is used to treat infections of the
urinary tract. The active principle is based on the liberation of mustard oils from glu-
cotropaeolin. To develop a Tropaeolum preparation which exclusively consists of dried
nasturtium leaves, a sufficient high concentration of this glucosinolate is required. From
a screening of more than 200 nasturtium plants 10 Tropaeofum individuals were chosen.
To prevent somaclonal variations and corresponding variabilities of the regenerates, in
vitro mass propagation was achieved by multiple sprout formation. When optimizing
the in vitro culture conditions, apart from the propagation factors, especially the growth
characteristics of sprouts and roots were considered. In this context, classical in vitro
culture on solid media was more effective than the application of temporary immersion
systems (TIS). The analyses of the regenerates revealed that their glucosinolate contents
were significantly lower than that of the glucotropaeolin-rich mother plants; this ob-
viously was due to the different weather conditions in the corresponding years. Yet,
the glucosinolate contents of the in vitro propagated and therefore genetically identical
plants revealed a markedly lower range of variation in comparison to those of plants de-
rived from classical seed mixtures. Since the required concentration of glucosinolates has
not been achieved, an the first sight, the application of cost- and labor intensive in vitro
culture technique for mass propagation of Tropacofum for its pharmaceutical exploita-
tion seems not to be justified. However, as the growth habits of the in vitro propagated
nasturtium plants are much more homogenous than those of Tropaeolum plants derived
from seed mixtures, it could be deduced that the loss of glucosinolates due to injuries
caused by semi-mechanic harvest procedures will be much lower in the case of in vitro
propagated plants. If and to what extent in vitro mass propagation indeed generates
economical advantages must be elucidated in further pilot projects.

Keywords
Glucotropaeolin, in vitro propagation, mustard oils, myrosinase, temporary immersion
system, Tropaeolum majus

70

o

sprosshildung vollstindig differenzier-
ter in vilro-Pflanzen erfolgen. Hierbei
erwiesen sich zwei der zehn ausgewihl-
ten Pflanzen jedoch als wenig fur die
in vitro-Technik geeignet (10), so dass
schlieflich acht Tropaeolum-Klone (BG
8, 15, 25, 26 sowie FL 8, 31, 37, 50) fir
die in vitro-Vermehrung und den an-
schlieflenden Pilot-Feldanbau verwen-
det wurden. In diesem Artikel werden
die Arbeiten zur Optimierung der Be-
dingungen der in vitro-Kultur und die
semi-industrielle Massenvermehrung
der Tropaeolum-Pflanzen vorgestellt.
Weiterhin werden die Vor- und Nachtei-
le der Verwendung in vifro-vermehrter
Kapuzinerkresseklone im Gesamtzu-
sammenhang des Projektes diskutiert.

Material und Methoden

Etablierung der in vitro-Kultur
Achselabschnitte von Sprossen der im
Screening ausgewihlten Kapuziner-
kressepflanzen wurden mehrfach steri-
lisiert (1% NaOCl in 70% Ethanol) und
anschliefiend in 0,8% Agarose enthal-
tendes MS-Medium (11) in Petrischalen
itherfiithrt. In allen gepriiften Nihrme-
dien war als Auxin 0,5 ppm Indolessig-
saure ([ES) enthalten, wohingegen die
Gehalte an Cytokininen wvariiert wur-
den. Dabei wurden (1-Phenyl-3-(1,2,3-
Thiadiazol-5-yl-urea)-Konzentrationen
(TDZ) von 0,1 - 2 ppm sowie eine Ben-
zylaminopurin-Konzentration  (BAP)
von 2 ppm im Medium eingestellt. Die
tagliche Belichtungszeit betrug 16 h,
die Temperatur im Kulturraum 25 °C.
Sobald die Sprosse Blattachselaustrie-
be entwickelten wurden sie in Ein-
weckgldser, die 100 ml Nihrmedium
enthielten, iiberfithrt. Auf diese Weise
wurden 8 Tropaeolum-Klone fiir die
weiteren Arbeiten etabliert.

Massenvermehrung der Kapuziner-
kresse-Klone

Die semiindustrielle Massenvermeh-
rung der etablierten in vitro-Klone er-
folgte in Einweckgldsern, die 100 ml
MS-Medium mit 0,5 ppm IES und
0,1 ppm TDZ mit 0,6% Phytoagar (Du-
chefa) enthielten.

Die Sprofbiischel wurden vierwd-
chentlich unter sterilen Bedingungen
geteilt und auf frisches Nahrmedium
umgesetzt. Die Bewurzelung der Mi-
krostecklinge erfolgte mit der gewihl-
ten Hormonkonzentration spontan, so
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dass keine Uberfithrung auf Medium
mit hoheren Auxin-Gehalten zur Fér-
derung der Bewurzelung notwendig
war. Vier Klone wurden fiir die Mas-
senvermehrung ausgewihlt. Von die-
sen Pflanzen wurden 12700 Mikro-
stecklinge produziert.

Vermehrung von Tropaeolum majus
im Temporary Immersion System
Das Temporary Immersion System
(TIS) kann als ein Bioreaktor beschrie-
ben werden, mit dessen Hilfe Pflan-
zen in vitro vermehrt werden kénnen.
Aufgrund des seltenen Austauschs des
Nihrmediums und des geschlossenen
Systems kann von einer diskontinuier-
lichen Betriebsweise gesprochen wer-
den. Die Grundeinheit eines solchen
Systems besteht aus einem Kulturge-
faf, in dem sich das Pflanzenmaterial
befindet und einem Behilter mit flissi-
gem Nahrmedium (Abb. 1). Beide Gefa-
fe sind miteinander gekoppelt, so dass
bei Bedarf Medium zwischen beiden
gepumpt werden kann. Jeder Behilter
besitzt eine weitere, mit Sterilfilter ver-
sehene Offnung, durch die dem System
Druckluft zugeftithrt wird.

Die Grundeinheit kann beliebig er-
weitert werden. An Magnetventile
gekoppelt kénnen verschiedene Flu-
tungszeiten eingestellt werden. In den
Vorversuchen wurden zwei verschiede-
ne Flutungsmuster verwendet (8 x und
4 x/Tag fur 1 Minute). Als Flissigme-
dium wurde MS-Medium mit gleich
bleibender IES-Konzentration (0,5 ppm)
und variierenden TDZ-Konzentratio-
nen (2, 1 und 0,1 ppm) verwendet.

Akklimatisierung

Die Mikrostecklinge wurden in leicht
aufgediingtes Torfsubstrat (Einheits-
erde Typ P) in Pikierplatten gepflanzt
(Topfvolumen 70 cms, 60 Pflanzen pro
Multitopfplatte). Um bei der Akklima-
tisierung eine hohe Luftfeuchtigkeit
und eine gleich bleibende Temperatur
(20 °C) gewihrleisten zu kénnen, wurde
fiir vier Wochen ein Folienzelt iber die
Pflanzen gespannt. Die Pflanzen wur-
den zur besseren Abhértung regelmafig
beliiftet und mit Spriithnebel befeuchtet.
Aufgrund der guten Wiichsigkeit wur-
den weder Diingungs- noch Pflanzen-
schutzmafnahmen durchgefiihrt. Nach
einer insgesamt achtwgchigen Akklima-

tisierungsphase wurden die Pflanzen
auf dem Versuchsfeld ausgepflanzt.

Ergebnisse und Diskussion

Optimierung der in vitro-Kultur auf
Festndhrmedium

Bei den Arbeiten zur Optimierung der
Bedingungen der in vitro-Kultur wur-
de neben dem Vermehrungsfaktor vor
allem die Wachstumscharakteristik
von Spross und Wurzeln bertcksich-
tigt, um hochwertige Jungpflanzen zu
produzieren, die eine hohe Vitalitit im
Gewichshaus aufweisen.

Bei der Etablierung wurden die Klone
zunichst auf MS Medium (11) mit 2
ppm Thidiazuron (TDZ) und 0,5 ppm
Indolessigsiure (IES) vermehrt. Hier
wurden hohe Vermehrungsfaktoren bei
den vierwochentlichen Subkulturen
festgestellt, allerdings verschlechterte
sich der Habitus der Pflanzen bei jeder
Subkultur. Ein hoher TDZ-Gehalt fuhrt
bekanntermafien zu starker Hyperhy-
drizitit, d. h. zu viel Wasser wird in die
Sprosse eingelagert. Dies war auch bei
den T. majus-Kulturen der Fall und es
bildeten sich auflerdem kleine Spross-
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Tab. 1: Mittlere Vermehrungsfaktoren und Pflanzenqualitdt der Tropaeolum majus-
Pflanzen in der in vitro-Kultur auf Festnahrmedium (n=8; nach 4 Wochen Kultivierung)
Tab. 1: Mean Propagation factors and quality of Tropaeolum in vitro plants on varying
solid culture medium (n=8; after 4 weeks of cultivation)

Variante (Variant)  V-Faktor Erscheinungsbild Wuchs-Charakteristik
(P-factor) (Appearance) (Growth-characteristic)
Sprossbischel, stark
PR ol hyperhydriert
Sprossbischel, stark
hyperhydriert, geringe
TRRMiICE +A Ausbildung von
Blattspreiten
Wuchsformen
0,5 ppm TDZ 3,6 klonabhangig
unterschiedlich
Abb. 1: Grundeinheit des Temporary Im-
mersion System (TIS), 1 = GefaB fiir das
Nahrmedium, 2 = Druckluftzufuhr mit Gutes Sprosswachstum,
Sterilfilter, 3 = Verbindungsschlauch fir 0.1 ppm TDZ 3.6 100% Wurzelbildung,
Transport von Ndhrmedium, 4 = Kultur- direkt akklimatisierbar
gefaB mit Pflanzenmaterial.
Fig. 1: Basic unit of the temporary immer- A A
sion system (TIS), 1 = vessel for culture Sprossbischel, Y[e[ Kallus,
medin_;m,_ 2= compressed.air inlet with 2 ppm BAP 36 staxik hyperhy.dnert,
aseptic filter, 3 = connecting tube for the geringe Aushildung von
transport of culture medium, 4 = culture Blattspreiten

vessel with plant material.
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buischel mit sehr kleinen Blattern; Wur-
zelbildung wurde nicht beobachtet
(Tab. 1). Daher wurde der TDZ-Gehalt
stufenweise erniedrigt, um die Quali-
tat der Pflanzen zu verbessern und die
Wurzelbildung zu fordern. Wurde kein
TDZ als Cytokinin verwendet, wurde
stattdessen BAP eingesetzt. Es zeigte
sich, dass der Vermehrungsfaktor mit
sinkendem TDZ-Gehalt zunichst zu-
nimmt (von 4,1 auf 4,3) und dann bei
3,6 verbleibt [Tub. 1).

Mit BAP wird ebenfalls ein hoher
Vermehrungsfaktor von 4,3 erreicht.
Ein hoher Vermehrungsfaktor ist un-
ter kommerziellen Gesichtspunkten
zundchst erwinscht; allerdings spielt
die Qualitit der Pflanzen ebenfalls
eine erhebliche Rolle. Hohe TDZ-Kon-
zentrationen (2 und 1 ppm) fithrten zu
kleinen, verkiirzten Sprossen in klei-
nen Biischeln. Die Sprosse wiesen Hy-
perhydrizitat auf, die fiur eine Wurzel-
bildung hinderlich ist. Diese Pflanzen
waren fiir eine Uberfithrung ins Ge-
wichshaus nicht geeignet. Die Pflan-
zen, die auf einem Nihrmedium mit
0,5 und 0,1 ppm TDZ vermehrt wur-
den, wiesen ein normales Pflanzen-
wachstum auf, d. h. es wurden sowohl
Blatter als auch Wurzeln ausgebildet.
Allerdings wuchsen die verschiede-
nen Tropaeolum majus-Klone auf dem
Medium mit 0,5 ppm TDZ sehr unter-
schiedlich, so wurden kleine Sprossbii-
schel ebenso beobachtet wie fehlende
Wurzelbildung. Diese uneinheitliche
Reaktion fithrte zum Ausschluss die-
ses Nahrmediums fiir weitere Versu-
che. Der Einsatz von BAP anstelle von
TDZ fithrte ebenfalls zur Ausbildung
von Sprosshtischeln und verringerter
Blattaushildung bei gleichzeitiger Kal-
lusbildung. Wurzelbildung wurde in
keinem Fall beobachtet. Fiir die weite-
re Vermehrung auf Festkultur wurde
den oben geschilderten Versuchser-
gebnissen entsprechend das Nihrme-
dium mit 0,1 ppm TDZ und 0,5 ppm
[ES verwendet.

Vermehrung im Temporary Immersi-
on System (TIS)

Alternativ zur klassischen in vitro-
Kultur auf Festnihrmedien wurde
auch die Vermehrung mittels TIS-
Technik untersucht (Abb. 1). Bei allen
getesteten Varianten war der Biomas-
sezuwachs im TI-System deutlich hg-
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her als bei Verwendung der entspre-
chenden Festndhrmedien. Allerdings
zeigten Vorversuche im TIS mit dem
Standardnihrmedium, dass zwar ein
hoher Vermehrungsfaktor vorliegt,
dass das Pflanzenmaterial aber stark
hyperhydriert und so stark ineinander
verwachsen ist, dass die Weiterverar-
beitung schwierig ist. Deshalb wurde
versucht, durch eine Verminderung
der TDZ-Kongzentration die Kultur-
Bedingungen so zu optimieren, dass
einerseits noch hohe Vermehrungs-
faktoren erzielt werden und anderseits
die Pflanzen ausreichend gestaucht
sind und nicht so stark ineinander ver-
wachsen. Deshalb wurden in einer Ver-
suchsreihe die TDZ-Konzentrationen
der TIS-Ansdtze variiert (2,0, 1,0 und
0,1 ppm); die IES Konzentration wur-
de jeweils bei 0,5 ppm gleich belassen.

Dabei zeigte sich, dass die zu starke
Wassereinlagerung bei Verminderung
der TDZ-Konzentration zuriickgeht
und sich mehr gestauchte Sprosse bil-
deten (Abb. 2).

Der Erfolg der Absenkung der TDZ-
Konzentration wird besonders deut-
lich, wenn man fir die jeweiligen An-
sitze das Pflanzenmaterial, das fiir die
weitere Vermehrung gewonnen wer-
den konnte, dem gegeniberstellt, das
fur eine Weiterkultur ungeeignet war
(Abb. 3).

Das bedeutet, dass die Ermittlung der
Vermehrungsfaktoren nicht einfach
nur auf dem Biomassenzuwachs ba-
sieren kann, sondern dass stets die
Pflanzenqualitit mit berticksichtigt
werden muss. Stellvertretend fiir alle

Abb. 2: Tropaeolum majus im TIS mit verschiedenen TDZ-Konzentrationen (Klon BG

26; nach 6 Wochen Kultivierung).

Fig. 2: Cultivation of Tropaeolum majus in the TIS with varying TDZ concentrations (Clone

BG 26; after 6 weeks of cultivation).

S

Abb. 3: Gegeniiberstellung des Pflanzenmaterials, das zur Vermehrung ungeeignet

{obere Reihe) bzw. geeignet ist (untere Reihe) bei variierenden TDZ-Konzentrationen
im TIS (Klon BG 26; nach 6 Wochen Kultivierung).

Fig. 3: Alignment of the plant material inadequate for propagation (upper line) with the suitable
one (lower line) for varying TDZ concentrations (Clone BG 26; after 6 weeks of cultivation).
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Tabelle 2: Vergleich der Vermehrungs-
raten der Tropaeolum majus-Pflanzen
(Klon BG 26) auf Festnahrmedium und
im TIS.

Die Vermehrungsfaktoren (V-Faktoren)
flir das Festmedium wurden auf der Ba-
sis von 3 Pflanzen des Klons BG 26 nach
vierwochiger Kultivierung auf MS-Medi-
um ermittelt. Als Basis diente nicht der
Biomassenzuwachs sondern die Zahl der
tatsachlich erzeugten Regenerate. Die
Bedingungen fiir das TI-System waren: 6
einmindtige Flutungen pro Tag bei einer
Kultivierungsdauer von 6 Wochen.

Tab. 2: Comparison of propagation factors
of Tropaeolum majus (Clone BG 26) on
solid medium and in temporary immersion
system.

For the cultivation on solid media the
determination of propagation factors (P-
factors) is based on 3 plants of the clone
BG 26, cultivation period was 4 weeks.

The calculation is based on the number

of putative progenies and not on the

pure increase of biomass. The cultivation
conditions for the temporary immersion
system were: 6 immersions per day for one
minute; cultivation period was 6 weeks.

Variante  Festkultur TIS
(Variant)  (Solid medium) V-Faktor
V-Faktor (P-factor) (P-factor)
2 ppm TDZ 2,0 0,1
1 ppm TDZ 4,0 0.8
0,1 ppm TDZ 3.2 2,7

untersuchten Klone sind in Tub. 2 die
entsprechenden, tatsichlichen Ver-
mehrungsraten im TI-System fir den
Klon BG 26 aufgelistet und mit denen
der Kultur auf klassischen Festnidhr-
medien verglichen.

In vitro-Massenvermehrung ven
Tropaeolum majus-Klonen

Da sich die Verwendung des TI-Sys-
tems zur Massenvermehrung von Tro-
pacolum majus gegeniiber der Kultur
auf Festnihrmedien als weniger effek-
tiv herausstellte (Tab. 2), wurde fur die
grofitechnische Vermehrung der aus-
gewdhlten vier Tropaeolum-Klone die
»klassische« Kultur auf Festnihrmedi-
en gewdhlt. Dabei wurde folgenderma-
fen vorgegangen: die Pflanzen wurden
mit einem Transfer-Rhythmus von vier

rungsfaktoren. Nur der Klon FL 31 zeigte
wahrend der Produktion ein schwiéche-
res Wachstum, die Vermehrungszahlen
blieben weit hinter den Erwartungen
zuriick und mussten durch Mehrpro-
duktion der anderen Klone aufgefangen
werden. Der Klon BG 26 wies eine erheb-
lich niedrigere Bewurzelungsrate auf
(80% statt durchschnittlich 919%). Diese
Erfahrungen zeigen, dass bei der Selekti-
on von Mutterpflanzen mit einem hohen
Wirkstoffgehalt fiir eine tkonomische
Pflanzenproduktion die Fihigkeit des
Pflanzenmaterials zur in vitro-Vermehr-
barkeit ebenfalls gepriift werden muss.

Akklimatisierung von Tropaeolum
majus-Klonen aus der in viiro-Mas-
senvermehrung

Die in vitro-vermehrten Pflanzen wur-
den in Erde tberfihrt und zunichst
zur Akklimatisierung fiir acht Wochen
in einem Gewichshaus kultiviert. Die
Akklimatisierung im Folienzelt ver-
lief problemlos: die Pflanzen erstark-
ten sehr schnell und zeigten keinerlei
Krankheitssymptome. Auf Diingung
und Pflanzenschutzmittel konute da-
her verzichtet werden. Bewurzelungs-
und Vitalititsraten von 90 bzw. 100%
wurden ermittelt (Tab. 3). Danach wur-
den uber 11000 Einzelpflanzen Ende
Mai im Rahmen eines groflen Feldver-
suches ins Freiland gepflanzt. Drei Mo-
nate spiter konnten die gut entwickel-
ten Kapuzinerkresse-Pflanzen geerntet
und analysiert werden (7, 10).

Glucosinolat-Gehalte der Tropaeo-

Ium majus-Klone im Pilot-Feldanbau
Die Glucosinolat-Analysen zeigten
auf, dass — obgleich es sich bei den
Pflanzen jeweils eines Klones um ge-
netisch identisches Material handelt
— dennoch deutliche Schwankungen
im Glucotropaeolin-Gehalt auftraten
(7). Die entsprechenden Standardab-
weichungen waren allerdings mit 9

bis 15% wesentlich geringer als die der
urspringlichen, heterogenen Misch-
population der Saatgutmischungen,
die mehr als 30% betrugen (7). Uber-
raschend war, dass die Glucosinolatge-
halte der Regenerate deutlich niedriger
waren, als die der glucosinolatreichen
Ausgangspflanzen. Eine Wiederholung
des Versuches im darauf folgenden
Jahr bestitigte diesen Befund (7). Da
auch die Pflanzen aus den heterogenen
Saatgutmischungen entsprechend ge-
ringere Glucotropaeolin-Gehalte auf-
wiesen, wird angenommen, dass die
beobachteten Unterschiede auf unter-
schiedliche Witterungsbedingungen
in den Vegetationsperioden der jewei-
ligen Jahre zuriickzufithren sind (7).

Schlussfolgerungen und Fazit

Fir die in vitro-Massenvermehrung
von Tropaeolum majus erwies sich die
Verwendung von MS Festnidhrmedi-
en mit Phytohormon-Konzentrationen
von 0,5 ppm IES und 0,1 ppm TDZ als
am besten geeignet. Hierbei resultier-
ten mittlere Vermehrungsfaktoren von
bis zu 4,3; die Bewurzelungsraten und
Vitalititsraten lagen bei 91 bzw. 100%.
Bei Verwendung des Temporary Im-
mersion System resultierten — trotz ho-
heren Biomassezuwachses — geringere
Vermehrungsfaktoren, da das Pflan-
zenmaterial sehr stark hyperhydratier-
te und ineinander verwachsen war.

Hinsichtlich einer abschliefenden
Nutzensabschéitzung der Verwendung
in viltro-vermehrter, genetisch identi-
scher Kapuzinerkressepflanzen ist es
wichtig, die Ergebnisse des Pilot-Fel-
danbaus mit einzubeziehen. Hier ist
zunichst festzuhalten, dass die ange-
strebten, sehr hohen Glucosinolat-Ge-
halte von 120 pmol / g TG nicht erzielt
werden konnten. Aus diesem Grund
erscheint der kosten- und arbeitsinten-
sive Einsatz der in vitro-Kulturtechnik

Tab. 3: In vitro-Massenproduktion von Tropaeolum majus
Tab. 3: In vitro mass propagation of Tropaeolum majus

Wochen geteilt und jeweils auf frische Klon (Clone) Anzahl Pflanzen Bewurzelungsrate Vitalitatsrate
MS-Festnihrmedien mit 0,5 ppm IES (Number of plants) (Rooting rate) (%) (Vitality rate) (%)
und 0,1 ppm TDZ umgesetzt. Auf die- in vitro | ex vitro | Akklimatisiert

se Weise konnten in wenigen Monaten (Acclimatised)

etwa viertausend Pflanzen pro Klon FL37 4175 409 4096 98 100
produziert werden (Tab. 3). BG 8 3904 3755 3755 96 100

Die Massenvermehrung dieser Pflanzen BG 26 4320 3463 3463 80 100
verlief bei den Klonen BG 8, BG 26 und ~ FL31 286 258 258 90 100

FL 37 mit gleich bleibenden Vermeh- Summe (Total) 12685 11572 11572 X=91 X =100
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Saatgutmischung (T. majus L.).

Fig. 4: Nasturtium plants exhibiting a heterogeneous growth. Plants

are derived from a seed mixture (T. majus, L.).

zur Massenvermehrung von Tropaeo-
Ium zunachst nicht gerechtfertigt. Im
Gegensatz hierzu sprechen allerdings
zwei andere Aspekte dennoch fir die
Verwendung in vitro-kultivierter Ka-
puzinerkresse: die geringere Schwan-
kungsbreite der Glucosinolat-Gehalte
und das homogenere Wuchsverhalten.
Die Glucosinolat-Gehalte der Klone va-
riierten nur um 9 bis 15 %, wihrend sie
in den Pflanzen der Saatgutmischung
um mehr als 30% variierten. Dement-
sprechend ist davon auszugehen, dass
auch der resultierende Drogenrohstoff
homogener ist, wodurch eine prézisere
Dosierung des Arzneimittels erleich-
tert wird. Hinsichtlich des Wuchsver-
haltens ist herauszustellen, dass der
Habitus - vor allem die Ausprigung
eines rankendem Wuchses — bei den
heterogenen, aus den Saatgutmischun-
gen erzeugten Pflanzen, sehr unter-
schiedlich ist (Abb. 4), wihrend das
Wachstum und die Wuchsform der
Individuen eines Klones sehr homogen
sind (Abb. 5).

Diesem Gesichtspunkt kommt wvor
allem in Hinblick auf eine mechani-
sierte Ernte mit moglichst geringen,
durch Gewebeverletzungen beding-
ten Verlusten an Glucosinolaten eine
grofie Bedeutung zu. Nur gleichmafig
gewachsene, wenig rankende Tropaeo-
fum-Pflanzen mit moglichst kompak-
tem Habitus und einheitlicher Ent-
wicklung zum Erntetermin koénnen
problemlos mechanisiert bzw. halb-
mechanisiert geerntet werden, ohne
die Pflanzen zu stark zu verletzen
und so zu hohe Verluste an Glucosi-

74

Abb. 4:Kapuzinerkresse-Pflanzen mit heterogenem Habitus.
Die Pflanzen entstammen einer nicht ziichterisch bearbeiteten

&
R IS Ly

Abb. 5: Kapuzinerkresse-Pflanzen (T. majus L.) mit homo-
genem Habitus. Die Pflanzen wurden mittels in vitro-Kultur
erzeugt (Klon FL 37).

Fig. 5: Nasturtium plants (7. majus L.) exhibiting a homogeneous

growth. Plants are derived from in vitro-culture (Clone FL 37).

nolaten zu generieren. Da die Verluste
an Glucosinolaten im Zuge einer ge-
eigneten Trocknung von manuell ge-
ernteten Pflanzen mit durchschnitt-
lich ca. 5% stets relativ klein gehalten
werden konnten (10), ist zu erwarten,
dass auch bei Einsatz adiquater, halb-
maschineller Erntetechniken und bei
Verwendung der tiber in vitro-Technik
regenerierten  Tropaeolum-Pflanzen
mit kompaktem Habitus die auftreten-
den Glucosinolat-Verluste nicht we-
sentlich hoher als 10% sein sollten.
Im Gegensatz dazu verursachen die
bislang in der Literatur beschriebenen
Erntetechniken, bei der die Blitter ge-
hickselt werden bevor die Trocknung
erfolgt (12), massive Glucosinolat-Ver-
luste, die in einigen Fillen iiber 80 %
betragen kénnen. Das bedeutet, dass
sich die Glucosinolat-Ausbeuten bei
Anwendung einer vorsichtigen, halb-
mechanisierten Ernte von Tropaeo-
Ium-Pflanzen, die iiber in vitro-Tech-
nik vermehrt wurden, im Vergleich
zu den Ernte-Techniken mit Blattzer-
kleinerung nahezu vervierfacht wer-
den kénnen. Allerdings resultieren
selbst bei vernachlassighar geringen
Glucosinolat-Verlusten wiithrend der
Nachernte-Behandlungen lediglich
mittlere Glucotropaeolin-Gehalte von
80 umol/g TG. Um die erforderlichen
120 pmol/g TG zu erreichen, ist es
somit erforderlich, die produzierte
Trockendroge mit entsprechendem
Glucosinolat-Trockenextrakt anzurei-
chern. Dariiber hinaus sichert diese
Vorgehensweise auch eine gleich blei-
bende Qualitit des Produktes, selbst
wenn Trockendrogen mit schwan-

Z Arznai- Gewurzpfla | 15(2):

kenden Wirkstoffgehalten verwendet
werden.
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