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Einleitung

An der HBLFA fiir Gartenbau wurde bereits 2016 in der Abteilung Zierpflanzen unter Glas/In-
vitro-Labor ein Forschungsauftrag zur Vermehrung der Walnuss (Juglans regia) angenommen.
Im ersten Walnussprojekt von 2016 bis 2018 konnten die Fruchtsorte ‘Sdulennuss’ sowie die in
der Wertholzproduktion verwendete Selektion Schénborn erfolgreich in vitro etabliert und
vermehrt werden (HRISTOFOROGLU 2020). Besonders spannend ist die Herkunft der Selektion
Schoénborn: Sie konnte aus Absaaten von Nussbestdanden aus einem der Ursprungsgebiete der
Walnuss im Dachigam-Nationalpark der Region Kaschmir in Indien gewonnen werden.
Walnussbaume aus Dachigam haben sich in den heimischen Waldern bereits bewahrt, denn sie
verfligen Uber eine hervorragende Stammqualitdat und Wuchsleistung, die vergleichbar mit
jener von Edellaubholzbestinden ist. Da der Bezug von Absaaten bald nicht mehr moglich sein
wird, wurden alternative Vermehrungsmethoden in Erwadgung gezogen. Beprobt wurde im
ersten Walnussprojekt ein mehrjahriger Baum (sogenanntes adultes Pflanzenmaterial) mit
besonderen Wuchseigenschaften. Im zweiten Walnussprojekt von 2020 bis 2022 wurde zur
Erhohung der Vermehrungs- und Bewurzelungsrate auf Samen (sogenanntes juveniles

Pflanzenmaterial) zuriickgegriffen.



Versuchsdurchfihrung

Walnisse (insgesamt 26) der Herkunft Dachigam wurden 48 h in 0,1%ige Chinosolldsung
gegeben, danach in 10er Topfen in Perlite kultiviert und im Akklimatisierungs- und
Umkehrosmoseraum aufgestellt (Abb. 6a). Nach erfolgter Keimung wurden Sprossspitzen und
Nodien entnommen und vor der In-vitro-Etablierung desinfiziert (Abb. 6b-d) . Vorbehandlung:
Vom Epikotyl wurden die Blatter entfernt, die Sprosspitze und ein Nodiumexplantat mit dem
Skalpell entnommen, diese vorsichtig in Tween20 Lésung und unter FlieBwasser (30 min)
gewaschen. Desinfektion: Die Explantate wurden fiir 30 sec in 70 % Athanol und 5 min in 10 %
Danclorix + 1 Tropfen Tween20 desinfiziert. Die In-vitro-Etablierung erfolgte anhand des
Protkolls von BOURRAIN (2009) auf dem Nahrboden 551 PPM (interne Bezeichnung -
Fertignahrboden DKW/Juglans regia nach DRIVER & KUNIYUKI 1984). PPM ist ein Biozid und wurde
dem Nahrboden in einer Konzentration von 2ml/l hinzugefiigt. In der In-vitro-Vermehrung
erfolgte eine Modifizierung des Nadhrbodens (interne Bezeichnung 583 PPM). Die In-vitro-
Bewurzelung wurde fir eine Woche auf 581 PPM in Dunkelkultur (Umgebungslicht),
anschliefend auf 582 PPM (Vermiculite plus Nahrboden) in H130 Glasern oder ECO —Boxen
unter 16 h Licht (Sylvania GROLUX) durchgefiihrt.

Nach der Explantatentnahme wurden die Samlingspflanzen dem Auftraggeber als

Referenzpflanzen zur Verfligung gestellt.

Kulturndhrboden: Etablierung und Vermehrung: 551 (DKW: 0,01 mg/I IBA (3-Indolebutyric acid),
1,0 mg/I BAP ( 6-Benzylaminopurine), 500 mg/l PVP (Polyvinylpyrrolidone), 2,5 g/I Gelrite und

583 (analog 551: 2,0 g/I Gelrite plus 4 g/| Agar Roth statt 2,5 g/| Gelrite). Bewurzelung: 581 (MS:
3 mg/l IBA) und 583 (MS: (1/4 konzentrierte Makrosalze), 60 ml/Hippglas Vermiculite, 50
ml/Hippglas Ndhrboden - in ECO-Boxen wurde auf das entsprechende Volumen umgerechnet).
DKW=N&hrboden nach DrivER & Kunivuki (1984). MS=Nahrboden nach MURASHIGE & SKOOG
(1962). Die Nahrboden wurden mit 2ml/I PPM (Plant Preservative Mixture) angereichert.

Abschlussbericht In-vitro-Selektion von Juglans regia -Sdmlingsklonen der Herkunft Dachigam 7



Ergebnisse

Von 26 kultivierten Walnissen der Juglans regia -Herkunft Dachigam keimten 15 (58%)
innerhalb von 4 bis 20 Wochen. Davon 5 (33%) im Akklimatisierungsraum (16 h Sylvania
GROLUX) und 10 (67%) im Umkehrosmoseraum (kein Zusatzlicht, nordseitige Lage). Im
Umkehrosmoseraum ohne Zusatzlicht und nordseitiger Lage konnte eine deutlich héhere
Keimrate von 77% im Vergleich zum Akklimatisierungsraum mit 38% erzielt werden (Abb. 1,
Abb. 2). Die Sdmlinge zeigten deutliche Unterschiede im Habitus: es konnten griine bis rote
Sprossachsen, unterschiedlich gefiederte Blatter sowie Epikotyllangen von 2,5 bis 17 cm
bonitiert werden. Bei 12 Jungpflanzen erfolgte eine In-vitro-Etablierung. Davon konnten die
sechs Samlingsklone JU/S1, JU/S4, JU/S6, JU/S8, JU/S12 und JU/S13 erfolgreich vermehrt
werden. JU/S5, JU/S11, JU/S15 zeigten keinen bis geringen Durchtrieb, JU/S7, JU/S11 und

JU/S14 mussten aufgrund der starken Kontamination mit Endophyten aufgelassen werden.

In der Vermehrung auf 583 PPM konnten grolRe Unterschiede zwischen den Samlingsklonen
aufgezeigt werden (Abb. 3). Den gréRten Unterschied weist der Sémlingsklon JU/S6 auf, der sich
deutlich von den restlichen Klonen in der Anzahl gebildeter Mikrosprosse/Explantat und im
Habitus unterscheidet (Abb. 7). Mit 2,98 bis 3,18 Mikrosprosse konnten bei JU/S6 Uber einen
Evaluierungszeitraum von 5 Subkulturen die hochsten und konstantesten Werte erzielt werden.
Desweiteren zeichnet sich JU/S6 durch eine geringe Polyphenolbildung (kein Abbau innerhalb
der Subkulturdauer sichtbar) und einheitlichere Sprossstreckung bis 4,0 cm aus. Im Vergleich
dazu konnten bei den Samlingsklonen JU/S1 1,28 bis 2,45, JU/S4 1,55 bis 2,4, JU/S8 1,38 bis
1,93, JU/S12 1,83 bis 2,7 und JU/S13 1,15 bis 1,98 Mikrosprosse/Explantat induziert werden.
JU/S1ist vom Habitus her zierlich, streckt sich verzeinzelt und weist analog JU/S6 keinen Abbau
innerhalb der Subkulturdauer auf. JU/S4 und JU/S8 bilden kraftige Mikrosprosse, die sich analog
JU/S1 vereinzelt strecken und rasch abbauen. JU/S12 und JU/S13 neigen zum deutlichen Abbau

innerhalb der Subkulturdauer.

Die Gattung Juglans bildet sekundare Pflanzeninhaltsstoffe wie z.B. Juglon (Polyphenole).
Polyphenole bilden sich auch in der In-vitro-Vermehrung und verursachen einen raschen Abbau
sichtbar am Verbraunen der Explantate und Blattfall sowie Nahrbodenverfarbungen. Das
Subkulturintervall betrdgt daher maximal 4 Wochen. Bedingt durch die Bildung von
Polyphenolen ist eine Erhaltungskultur bei 5°C, wie bei Sorbus torminalis bereits erfolgreich
praktiziert, nicht moglich. Die massive Anreicherung von Polyphenolen im Nahrboden bewirkte
ein Absterben aller Explantate, mit Ausnahme von JU/S6, wo eine geringe Anzahl von

induzierten Mikrosprossen 11 Monate Kihlkultur Gberlebten.

Bei der In-vitro-Bewurzelung in Hipp-Glasern konnten bei 46% bis 100% der Mikrosprosse
Hauptwurzeln induziert werden: JU/S1 100%, JU/S4 50%, JU/S6 46% und JU/S8 90% (Abb. 4, 5,
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8a-b). Nicht alle Pflanzchen mit Hauptwurzeln bildeten Nebenwurzeln aus (beiJU/S1 40%, JU/S4
25%, Rest 100%). Bei JU/S1 und JU/S6 kam es bei 20% und 15% der bewurzelten Pflanzchen im
Reagenzglas zur Sprossstreckung. Vergleicht man dieses Ergebnis mit dem
Bewurzelungsversuch in ECO-Boxen so konnten deutliche Unterschiede bonitiert werden. Es
kam zur Stressung der Mikrosprosse, sichtbar am Verbraunen und Vertrocknen der Blatter.
Aufgrund des Belliftungsschlitzes bei den ECO-Boxen dirfte sich das Ndhrboden/Vermiculite —
Gemisch verfestigt haben. Der geringere Prozentanteil Mikrosprosse mit Wurzelinduktion
(JU/S1 40%, JU/S4 31%, JU/S6 33%, JU/S12 17%, JU/S13 33%) durfte darauf zurlickzufuhren
sein. Nur bei JU/S1 kam es zur Ausbildung von Nebenwurzeln (13%). Sprossstreckung konnte

keine beobachtet werden.
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Zusammenfassung

Walnussbaume (Juglans regia) aus dem indischen Dachigam-Nationalpark haben sich in den
heimischen Waldern bereits bewadhrt, denn sie verfligen Uber eine hervorragende
Stammaqualitdat und Wuchsleistung, die vergleichbar mit jener von Edellaubholzbestinden ist.
Da der Bezug von Absaaten bald nicht mehr moglich sein wird, wurde als alternative
Vermehrungsmethode eine In-vitro-Vermehrung {ber Samen (sogenanntes juveniles
Pflanzenmaterial) in Erwdgung gezogen. Zielsetzung war die Erhohung der Vermehrungs- und
Bewurzelungsrate. Ausgehend von 15 gekeimten Walnissen erfolgte bei 12 Samlingspflanzen,
die deutliche Unterschiede im Habitus aufwiesen eine In-vitro-Etablierung. Daraus konnten die
sechs Samlingsklone JU/S1, JU/S4, JU/S6, JU/S8, JU/S12 und JU/S13 selektiert und erfolgreich
vermehrt werden. Mit 2,98 bis 3,18 Mikrosprosse/Explantat konnten bei JU/S6 die hochsten
und konstantesten Werte erzielt werden. Bei der In-vitro-Bewurzelung in Hipp-Kulturglasern
bildeten die 6 selektierten Samlingsklone zu 46% bis 100% Wurzeln aus. Das Walnussprojekt
konnte somit erfolgreich abgeschlossen werden. In-vitro-Mikrosprosse wurden zur

GrolRvermehrung an den Auftraggeber weitergegeben.
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Bilder und Diagramme

Abbildung 1: Prozentanteil gekeimter und abgestorbener Walniisse im Akklimatisierungsraum
bei 23°C und 16 h Licht (Sylvania Groludx).

Keimrate Akklimatisierungsraum
(16h Sylvania Grolux, 23°C)

= % Walnusse gekeimt = % Walnusse abgestorben

Abbildung 2: Prozentanteil gekeimter und abgestorbener Walniisse im Umkehrosmoseraum
(nordseitig gelegen ohne Zusatzlicht).

Keimrate Umkehrosmoseraum
(nordseitig, ohne Zusatzlicht)

= % Walnisse gekeimt = % Walnusse abgestorben
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Abbildung 3: Auf dem Vermehrungsndhrboden 583 PPM Induzierte Sprosse/Explantat.
Beobachtungszeitraum sechs Subkulturen. Samlingsklone: JU/S1, JU/S4, JU/S6, JU/SS8, JU/S12,
JU/S13.
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auf 583 PPM

4

3,5

3
o
Y

€25
a
x

g 2
)
a

° 15
o}
v

1

0,5

0

Apr 21 Mai 21 Jun 21 Jul 21 Aug 21 Sep 21
| /S]  em—U/S4 JU/S6 Ju/s8 JU/S12 e JU/S13

Abbildung 4: Bewurzelungserfolg bei Juglans regia in Hipp-Glasern. Prozentanteil der

Mikrosprosse mit Hauptwurzeln, Haupt- und Nebenwurzeln sowie Sprossstreckung.

Bewurzelungserfolg bei Juglans regia nach IBA-Puls und
Kultivierung auf Vermiculite plus MS -Nahrboden (Hipp -
Glaser)
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Abbildung 5: Bewurzelungserfolg bei Juglans regia in ECO Boxen. Prozentanteil der

Mikrosprosse mit Hauptwurzeln, Haupt- und Nebenwurzeln sowie Sprossstreckung.

Bewurzelungserfolg bei Juglans regia nach IBA-Puls und
Kultivierung auf Vermiculite plus MS -Nahrboden (ECO-
Boxen)
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Abbildung 6a-d: a) Desinfektion von Walnissen der Herkunft Dachigam in 0,1%iger

Chinosollésung vor dem Keimversuch b) In Perlite gekeimte Walnisse kultiviert im
Akklimatisierungsgraum bei 23°C und 16 h Licht (Sylvania GROLUX) c) Samlingpflanze JU/S6

vor der Explantatentnahme d) Sprossspitzenexplantat mit Blatt.

Abschlussbericht In-vitro-Selektion von Juglans regia -Samlingsklonen der Herkunft Dachigam



Abbildung 7: Mikrosprosse des Samlingsklons JU/S6 auf sterilem Walnussnahrboden 583 PPM
im Reagenzglas.

Abbildung 8a-b: a) Bewurzelte Mikrosprosse des Samlingsklons JU/S6 in sterilem Vermiculite
und geliertem Nahrboden b) Detailansicht Reagenzglasunterseite: Kraftige Wurzelausbildung

beim Samlingsklon JU/S6 in Vermiculite und geliertem Nahrboden.
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