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Embryologische Mitteilungen I

Ein neues Objekt zur Untersuchung des Embryosacks
an Totalpriparaten der Samenanlage?

Von E. Heitz
Botanische Anstalt der Universitiit Basel

Eingegangen am 26. Oktober 1952

Die schnellen Fortschritte der Biologie in unserer Zeit machen es
dem Lernenden immer schwieriger, sich die nétigen Kenntnisse durch
eigene Anschauung und Versuche zu verschaffen. Auch wenn man
heute nicht mehr wesentlich erscheinende Befunde beiseite 14Bt, so
héufen sich doch zu den auch heute noch wesentlichen, im Verlauf der
letzten Jahrzehnte erhobenen, in rascher Folge stetig neue. Diese kén-
nen hiufig nur auf Grund komplizierter und zeitraubender Technik
vom Lernenden erarbeitet werden. Angesichts dieser Lage wird man
deshalb jede Vereinfachung bei Beobachtung und Versuch ausniitzen
miissen. Schon seit Jahren sind die Simultanmethoden aus einem zyto-
logischen Praktikum nicht mehr wegzudenken. Heute muB sie der zyto-
logisch Arbeitende — und nicht nur dieser — ebenso beherrschen wie
die Mikrotomtechnik.

In der folgenden Mitteilung wird von einem neuen Objekt be-
richtet, an welchem man beim Fehlen der bekannten Monotropa Hypo-
pitys und auch im Winter von der lebenden Pflanze ausgehend den
Embryosack leicht untersuchen kann. In der zweiten soll gezeigt wer-
den, wie man die Erscheinung der Agamospermie mit elnfachster
Technik und geringem Zeitaufwand kennenlernt.

Fiir die Untersuchung des vollstindigen Inhalts des Embryosackes
(Eizelle mit Eikern, zwei Synergiden mit Kernen, sekundérer Embryo-
sackkern, drei Antipoden mit Kernen) an Totalpriparaten von Samen-
anlagen gibt er nur ein ausgezeichnetes, altbewiihrtes Objekt: Mono-
tropa Hypopitys. K. Miiller hat 1847 als erster die Pflanze (wie die

1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Freien Akademischen Gesellschaft, Basel._
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Pirolaceen iiberhaupt) zum Studium der Samenanlagen benutzt und
den Embryosackinhalt (wenn auch nicht ganz richtig) beschrieben.
Zwel Jahre spiter hat W. Hofmeister die Samenanlage erneut
untersucht, aber noch nicht erkannt, daB die Zahl der Zellen im Em-
bryosack stets sechs betriigt. Erst 1878 hat Strasbur ger bei noch-
maliger Untersuchung die Verhéltnisse richtig gesehen und die Pflanze
als hervorragend geeignetes Objekt in der ersten Auflage seines «Bota-
nischen Practicum» eingefiihrt (1884). Seitdem wird sie immer wieder
mit bestem Erfolg benutzt.

Monotropa Hypopitys besitzt hochstens den Nachteil, daf§ sie nicht
in allen Gegenden leicht bzw. iiberhaupt nicht zu erhalten ist und
lebend nur im Sommer untersucht werden kann. Als ich in einem zyto-
logischen Kurs wiihrend der Herbst- und Wintermonate Studierende

Abbildung 1

Triteleia uniflora im Freiland; etwa 1/3
nat. GroBe. Aufnahme Thomas Heitz

den Embryosack an von ihnen selbst hergestellten Totalpraparaten
untersuchen lassen wollte, bliihte Crepis capillaris (vgl. Heitz, 1950)
nicht mehr. Priparate, welche mit der fiir diese Art beschriebenen Me-
thode (1. ¢.) von Leucojum vernum, Scilla bifolia und Narcissus pseudo-
narcissus angefertigt wurden, waren rechi brauchbar, befriedigten je-
doch nicht in jeder Hinsicht (vgl. weiter unten). Als nun ein Versuch
der mit Allium verwandten Triteleia uniflora gemacht wurde, die im
Gewachshaus im Februar und Mirz in voller Bliite stand, erwies sich
diese Pflanze als hervorragend geeignet. Dariiber hinaus zeigte sich,
daB hier die fiir Crepis beschriebene Technik iiberfliissig ist, vielmehr -
die intakte Samenanlage wie bei Monolropa Hypopitys zur Unter-
suchung kommen kann. Da Triteleia uniflora, mitten im Winter im
Kalthaus gezogen, von Anfang Februar bis Ende Méarz bliiht, darf sie
wohl als willkommener Ersatz fiir Monotropa wihrend dieser Zeit
gelten.
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Da das Gelingen der Priparate von der Kultur abhiingt, seien in Kiirze einige
Angaben vorangestellt, die ich Herrn H. M ey er, Girtner am Botanischen Garten
Basel, verdanke. Die in Topfen wachsenden Pflanzen kommen Ende April, wenn die
Laubblitter nach dem Verbliihen gelb werden, in den Freibeetkasten und werden bei
viel Luft ganz trocken gehalten und nicht schattiert. Man pflanzt sie anfangs Septem-
ber in frische Erde und hilt sie weiter im Kasten bis anfangs November. Erst von
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Abbildung 2
Triteleia uniflora. a) Embryosack aus lebender, in vierprozentiger Rohr-
zuckerlosung isolierter Samenanlage; b) Samenanlage mit den zwei Inte-
gumenten, Embryosack und Embryosackinhalt; aus dem Fruchtknoten
isoliert und in Alkohol-Eisessig (3 : 1) fixiert, in 45prozentiger Essigsiure
gezeichnet. Objektiv C, Komp. Okular 6, 7fach. Zeichenapparat.
Weiteres vgl. Text

jetzt ab beginnt man mit GieBen und setzt dasselbe regelmiBig fort mit zunehmender
Blattentwicklung. Anfangs November kommen die Topfe in das Kalthaus bei etwa
80 C, moglichst hell, und werden bei Sonne nicht schattiert. Im Dezember und Januar
gibt man alle 14 Tage DungguB (Stickstoff, Phosphor, Kali). Es sei betont, daB, nach
meinen Erfahrungen, die Samenanlagen der im Freiland kultivierten Exemplare sich
nicht zur Untersuchung eignen. Das mag damit zusammmenhingen, da8 die Bliiten nicht
so voll entwickelt sind wie bei Kalthauspflanzen.
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Fiir die Untersuchung werden die Fruchtknoten durch zwei
Schnitte unten und oben gekappt, vorsichtig durch drei Lingsschnitte
aufgeschlitzt und die so entstandenen Stiicke der Fruchtknotenwand
mit der Pinzette abgehoben. Die Samenanlagen lassen sich danach
leicht (am besten in 4- bis 5prozentiger Rohrzuckerlosung) mit zwei
Nadeln unter der Lupe zu mehreren (Abb. 3 a) oder einzeln lospripa-
rieren.

Sehr schon 148t sich ohne weiteres schon bei schwacher Vergrofe-
rung der durchscheinende, einem breiten Gewdlbe gleichende, mit zwei
Integumenten bedeckte Embryosack erkennen. Man versuche zuniichst
die Lebendbeobachtung (Abb. 2 a) mit einem mittelstarken Objektiv.
An der Mikropyle lassen sich fast in allen Embryosicken (welche
richtig liegen [wie in Abb. 3 a]) zwei bis drei Zellen erkennen. Unter
diesen liBt sich die Eizelle von den zwei Synergiden weniger hiufig
unterscheiden. Ist sie aber als solche kenntlich, dann kann man auch
den typisch im unteren Teil liegenden Eikern mit dem Nukleolus
sowie stark lichtbrechende Kérner (Stirke oder Ol) gut sehen. Eben-
falls deutlich erkennbar, in fast allen Embryosicken, liegt in einer
dichten Plasmamasse, von welcher dicke Plasmafiiden (mit zahlreichen
in deren Langsrichtung orientierten Chondriosomen) seitlich und nach
oben hin ausgespannt sind, der sehr groBe sekundire Embryosackkern
(Abb. 2a). Sein Durchmesser betriigt etwa 60 u; er enthiilt einen eben-
falls recht groBlen Nukleolus mit einer oder mehreren Vakuolen. Dicht
bei dem sekundiren Embryosackkern findet man zwei bis drei Anti-
poden, deren Kerne aber, wie bei den Synergiden, meistens nicht sicht-
bar sind.

Saugt man aber von einem solchen Préparat, das gegen 20 Samen -
anlagen enthalten kann, die Zuckerlosung ab, ersetzt sie durch 45pro- -
zentige Essigsdure und erwirmt leicht nach Auflegen eines Deckglases,
so werden jetzt in den meisten Embryosicken die Zellkerne sidmtlicher
sechs Zellen sichtbar (Abbildung 2 b). Die losgetrennten Samenanlagen
konnen auch, wenn auf Lebendbeobachtung verzichtet wird, fiir ein bis
zwei Stunden in Alkohol-Eisessig fixiert und dann in 45prozentiger
Essigsdure unter VaselineverschluB viele Monate bis iiber ein Jahr auf-
bewahrt werden (vgl. Abbildung 2 b und Abbildung 3 b, ¢, d sowie die
Legenden).

Ein weiteres neues Objekt, bei welchem der Inhalt des Embryo-
sacks in Totalpriiparaten von Samenanlagen gut erkannt werden kann
(nach Fixierung in Alkohol-Eisessig und Einlegen in 45prozentige Essig-
sdure; nicht erhitzen!), ist Scilla bifolia (Freilandmaterial). Der Embryo-
sack ist kleiner als bei Triteleia, aber fast immer findet man die drei
Antipoden, den sekundiren Embryosackkern und die Eizelle. Gegen-
tiber Triteleia ist jedoch diese Art weniger giinstig, weil die Synergiden
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Abbildung 3
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(offenbar wegen ihrer Kleinheit) fast nie, und wenn einmal, dann nur
unsicher, in der Zweizahl erkennbar sind.

Bei Verwendung der Nuklealquetschmethode, wie sie fiir die Em-
bryoséicke von Crepis capillaris (Heitz, 1. c.) beschrieben wurde, bil-
den ferner Leucojum vernum und Narcissus pseudonarcissus eine will-
kommene Erginzung zu Triteleia. Bei beiden Arten kann man oft sehr
schon den IFadenapparat der beiden Synergiden beobachten. Bei Nar-
cissus ist ziemlich kriftiges Quetschen notig. Bei Leucojum (im Kalt-
haus kultiviert; Ende Januar—Anfang Februar bliihend) wird der sehr
grofle, bis 450 und 500 x« lange Embryosack oft in zwei bis drei Stiicke
zertrennt, die sich aber leicht im Préparat auffinden lassen und simt-
liche zugehorigen Zellen und Kerne zeigen. In Abbildung 4 ist der groBte
(untere) Teil eines Embryosacks von Leucojum vernum wiedergegeben.
Ubrigens ldB8t sich der Embryosack bei dieser Art nach Fixierung (ohne
anschlieBende Nuklealreaktion) in 45prozentiger Essigsiure leicht iso-

Abbildung 3

Totalpriparate der aus dem Fruchtknoten herausgeldsten intakten Samenanlagen von
Triteleia uniflora nach ein bis zwei Tagen langer Fixierung in Alkohol-Eisessig (3 : 1)
und Montierung in 45prozentiger Essigsiure. Deckglas mit Vaseline umrandet. a) Vier
Samenanlagen zusammen mit einem Stiick der Fruchknotenwand und den Placenten
isoliert bei schwacher Vergrofilerung (Zei-Objektiv A). Die Samenanlagen sind hemi-
anatrop und schwach kampylotrop. Von dem Geféfibiindel in der Fruchtknotenwand
zweigen seitliche ab; sie enden in der Chalaza. Dariiber der sehr dicht-kleinzellige und
deshalb dunkel erscheinende Nucellus. Die Embryosiicke heben sich hell ab, die zwei
Integumente sind, besonders in ihrem oberen Teil, zu erkennen. b, ¢, d: Zwei Embryo-
siicke bei mittelstarker Vergroferung (Zeil-Objektiv C), b und ¢ derselbe Embryosack
bei zwei Einstellungen, und zwar: in b auf die rechts oben liegende Synergide, die links
unterhalb von dieser liegende Eizelle, den sehr groBen sekundiren Embryosackkern
und die mittlere der drei Antipoden. In der Synergide erkennt man den Zellkern, in
dessen dichtem Chromatin der Nukleolus sich abhebt; die Eizelle ist in ihrem unteren
Teil scharf gegen den Embryosack abgegrenzt; der nahe der Zellbasis liegende, chroma-
tinarme Eikern enthilt einen Nukleolus. Links und rechts grenzt der Eikern an Plasma,
oben an die Vakuole. Die Hauptmasse des Embyosackkerns besteht aus einem riesigen
Nukleolus, der vier Vakuolen zeigt; von dem hellen chromatinarmen Kernraum hebt
sich das im oberen Teil aufgelagerte Plasma des Embryosackes deutlich ab. Die Anti-
pode besitzt einen chromatinreichen Kern, in welchem der Nukleolus eben noch kennt-
lich ist; links und rechts die (unscharf eingestellten) dunkel erscheinenden Kerne der
zwei anderen Antipoden. In ¢ sind diese beiden genauer eingestellt, im sek. Embryo-
sackkern erkennt man eine weitere grofe Vakuole und, iiber der Eizelle, die zweite
Synergide mit Kern. Der Embryosack in d zeigt die beiden iibereinander liegenden
Synergiden, rechts davon die Eizelle mit Eikern und Nukleolus, unten den vom
Embryosackplasma scharf abgegrenzten sek. Embryosackkern mit Nukleolus, ferner
zwei Antipoden mit ihren Kernen. Die links liegende iiberdeckt das untere Viertel des
sek. Embryosackkerns, die rechts liegende den grifiten Teil der dritten Antipode, deren
nicht verdeckter Teil zu erkennen ist. Alle vier Aufnahmen mit Leitz-Makam, peripl.
Okular, ZeiB3-Objektiv C, ohne Retouche
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lieren, nachdem mit zwei Nadeln der untere Teil der Samenanlage nahe
der Basis des Embryosackes abgetrennt worden ist. Durch leichten
Druck auf die Integumente erhilt man dann den nur von seiner Epi-
dermis umgebenen Embryosack. Oft lassen sich in ihm die Eizelle mit

Abbildung 4
Leucojum vernum. Isolierte Samen-
anlage. Nuklealquetschmethode. Das
Bild zeigt 3/1 des Embryosacks — noch
umgeben vom Gewebe der gequetschten
Samenanlage — mit sekundiirem Em-
bryosackkern und den drei Antipoden.
Leitz-Makam, ZeiB-Objektiv C,
ohne Retouche

den beiden Synergiden und der sekundiire Embryosackkern auffinden,
wihrend die Antipoden nur schleierhaft zu erkennen sind. Bei Triteleia
erhilt man mit einer einzigen Priparation vollstiindigere Priiparate.
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