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Cytogenetik des Endosperms

Von Aljred Rutishauser
Institut fiir allgemeine Botanik der Universitiit Ziirich

Eingegangen am 13. September 1956

Einleitung

Das Endosperm der Bliitenpflanzen ist ein kurzlebiges Gewebe. Es
entwickelt sich im AnschluB an eine Befruchtung aus der Zentralzelle
des Embryosacks (ES) kurz bevor die befruchtete Eizelle sich zu teilen
beginnt, stirbt aber schon sehr frith ab und hinterliit in den Tochter-
pflanzen keine bleibenden Spuren. Da es im entwickelten Zustande mit
Reservestoffen angefiillt ist, wird es als Nihrgewebe betrachtet. Neuere
Untersuchungen haben aber gezeigt, daB die Bedeutung des Endosperms
weit iiber diejenige eines bloBen Nahrungsspeichers hinausgeht. Wie vor
allem Brink, Cooper, Blakeslee und seine Mitarbeiter sowie
Miintzing, Hakansson u. a. gezeigt haben (vgl. Brink und -
Cooper, 1947), iibt es schon sehr frith auf den wachsenden Embryo
einen entwicklungsregulatorischen Einflu8 aus. Der Embryo entwickelt
sich nicht oder nicht normal, wenn das Endosperm aus irgendeinem
Grunde nicht ausgebildet wird. Die normale Entwicklung des Endo-
sperms ist fiir die Samenfertilitit einer Bliitenpflanze von entscheidender
Bedeutung.

Merkwiirdigerweise sind manche Eigenschaften dieses fiir die An-
giospermen lebenswichtigen Gewebes nur sehr mangelhaft bekannt. Das
gilt vor allem fiir seine Cytologie. Die meisten Angaben iiber die Chromo-
somenzahlen der Endosperme sind indirekt aus dem Typus der ES-
Entwicklung und der dafiir charakteristischen Kernverschmelzungen in
der Zentralzelle erschlossen worden. Da in den befruchteten Zentralzellen
der ES, die sich nach dem Normaltypus entwickelt haben, drei haploide
Kerne, zwei Polkerne und ein S permakern, miteinander verschmelzen, ist
anzunehmen, dafl die meisten Endosperme triploid sind. Die Entdeckung
anderer Typen der ES-Entwicklung, vor allem des Oenothera-Typus und
der tetrasporen ES, zeigt aber, daB diese Regel hiufig durchbrochen
wird. Endospermentwicklung ist auch bei niedrigerem und héherem
Polyploidiegrad méglich. Dabei scheint die Anzahl der Chromosomen-
satze, welche im Endosperm vorhanden sind, fiir eine bestimmte Art
charakteristisch zu sein.
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Neben diesen artgebundenen cytologischen Unterschieden zwischen
den Endospermen sind aber schon sehr friih auch individuelle Schwan-
kungen im cytologischen Verhalten der Nihrgewebe gefunden worden.
In der embryologischen Literatur sind eine Unzahl Angaben iiber GréBen-
und Formunterschiede der Endospermkerne, iiber Kern- und Spindel-
verschmelzungen enthalten, die beweisen, dafl sich gerade das Endo-
sperm durch eine auBlerordentliche Mannigfaltigkeit der cytologischen
Vorgéange auszeichnet, welche in ihm ablaufen. Selbst die Annahme einer
iiber das ganze Endosperm konstanten Chromosomenzahl wird dadurch
in Frage gestelit.

Aus der oben skizzierten Situation heraus ergibt sich die Notwendig-
keit, die Cytologie des Endosperms durch direkte Analysen der Mitosen
und nicht nur durch Untersuchung von Kernverschmelzungen und Kern-
formen aufzuklaren. Die technischen Vorarbeiten zu einer Cytologie des
Endosperms sind im Jahre 1949 begonnen worden. Uber die Resultate
dieser nur zum Teil veroffentlichten Untersuchungen soll hier kurz be-
richtet werden.

Die vorliegende Arbeit-ist mit Hilfe einer Subvention des Schweiz.
Nationalfonds zur Férderung der wissenschaftlichen Forschung ausge-
fithrt worden. ’

I. Methoden

Die iiblichen Paraffinschnittmethoden eignen sich in der Regel nicht
fiir die Herstellung cytologischer Endospermpriparate. Schrumpfungen
lassen sich auch bei sorgfiltigster Fixierung kaum vermeiden, die Chro-
mosomen sind daher meist zu eng ineinander verflochten, als daf eine
genaue Analyse der Mitosen moglich wire. Bessere, zum Teil sehr gute
Resultate konnen dagegen mit der Endospermquetschmethode erzielt
werden. Sie wurde in Zusammenarbeit mit Hunziker (vgl. Rutis-
hauser und Hunziker, 1950) ausgearbeitet und von La Cour
(1954) und Morrison (1955) weiterentwickelt. Erste Versuche mit
Samen von Ranunculus auricomus haben ergeben, daB Endosperm und
sporogenes Gewebe sich unter dem Einflu der Hydrolyse mit n HCI1 von-
einander trennen. Das Endosperm 1468t sich dann in toto aus den Samen
herauslésen und entweder fiir anatomische Untersuchungen verwenden
oder zu Nuclealquetschpriaparaten verarbeiten. Das Verfahren gelingt bis
jetzt nur nach Fixierung mit Carnoy oder Alkohol-Eisessig. Fixiert wer-
den in der Regel die jungen Samen oder die gedffneten Friichte. Nach
der Fixierung werden die Samen in 80 %0 oder 100°%¢ Alkohol iiberfiihrt
und darin iiber Nacht aufbewahrt. In dieser Fliissigkeit konnen sie aber
auch bei einer Temperatur von = 0° C bis drei Wochen verbleiben, ohne
daB die Chromosomen ihre Férbbarkeit verlieren. Aufbewahren in Car-
noy bei = 0° C ist ebenfalls moglich.
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Nach der Uberfiithrung der fixierten Samen in Wasser werden sie
der tiblichen Feulgenbehandlung unterworfen. Da die Rosanilinsiure oft
nur langsam in die Samen eindringt, ist es angezeigt, sie vor der Zerlegung
in Leitungswasser stehen zu lassen. Nachfirbung mit Orcein hat sich
ebenfalls als vorteilhaft erwiesen.

Die Zerlegung der Samen erfolgt am besten mit Pripariernadeln
unter einer Binokularlupe in 45-%0-Essigsiure. Meist lassen sich dann die
Endosperme unverletzt herauslosen, bei manchen Liliaceen mitsamt dem
eingeschlossenen Embryo.

II. Chromosomenzahl des Endosperms
1. Sexuelle Pflanzen

Abhdngigkeit von der Embryosackentwicklung

Die Chromosomenzahl des Endosperms ist in erster Linie abhiingig
vom Typus der ES-Entwicklung bzw. vom Umfang der Kernverschmel-
zungen, welche fiir den betreffenden Entwicklungstypus charakteristisch
sind. :

Tabelle 1
Embryosackentwicklung und Chromosomenzahl des Endosperms
Typus Chromosomenzahl Typus Chromosomenzahl
der ES-Entwicklung des Endosperms der ES-Entwicklung des Endosperms
Normaltypus (NT) 3n Penaea on
Oenothera 2n Plumbago 5n
Allium 3n Frisillaria 5n
Drusa 3n Plumbagella 5n
Peperomia 8n-10nt Adoxa 3n

! Einzelne Arten entwickeln bis 15ploides Endosperm.

In Tabelle 1 sind die Polyploidiegrade der Endosperme angegeben,
~die fiir die zehn Haupttypen der ES-Entwicklung erwartet werden miis-
sen. Sie variieren zwischen 2 n und 10 n.

Nur einige dieser Zahlen konnten bisher durch direkte cytologische
Untersuchung der Endospermmitosen verifiziert werden. Die Ergebnisse
von Zihlungen, die mit der Endospermquetschmethode bisher erzielt
worden sind, wurden in Tabelle 2 zusammengestellt. In allen Fillen, wo
gleichzeitig embryologische und cytologische Untersuchungen durchge-
fiihrt worden sind, stimmt die am h#ufigsten gefundene Chromosomen-
zahl des Endosperms mit den erwarteten Werten iiberein. Es kann also
keinem Zweifel unterliegen, da8 der Polyploidiegrad des Endosperms in
erster Linie vom Typus der ES-Entwicklung abhiingt.
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: Tabelle 2
Entwicklungstypus des Embryosacks und Chromosomenzahlen der Endosperme

Chromosomen-
Art n zahl Autor
des Endosperms
1. Normaltypus
Secale cereale ........... 7 21 Rutishauser und Hunziker (1950)
Triticum aestivum ... ... 21 63 Morrison (1955)
Ranunculus acer ........ i 21 Rutishauser und Hunziker (1950)
Ranunculus bulbosus .. .. 8 24 Rutishauser und Hunziker (1950)
Ranunculus cassubicifolius 8 24,48 Rutishauser (1953)
Ranunculus repens ...... 16 48 Rutishauser und Hunziker (1950)
Ranunculus carinthiacus . 8 241 J Landolt (1954)
Ranunculus grenierianus . 8 241 Landolt (1954)
Ranunculus oreophilus . .. 8 241 Landolt (1954)
Ranunculus aduncus . 8 241 Landolt (1954)
Ranunculus montanuss.str. 16 481 Landolt (1954)
Delphinum ajacis ....... 8 24 Rutishauser und Hunziker (1950)
Nigella damascena . ..... 6 18 Rutishauser und Hunziker (1950)
2. Alliumtypus
Paris quadrifolius .. ..... 10 30 Rutishauser und La Cour (1956)
Trillium grandiflorum ... 5 |14,15,16,17 Rutishauser (1956)
30, 45, 60
Trillium cernuum . ...... 5 15 o5
Trillium erectum . . ...... 5 15,30 2
Trillium luteum ........ 5 15 %
3. Fritillariatypus
Fritillaria meleagris .. ... 12 60,180 2
Fritillaria imperialis .... | 12 60 .
Fritillaria libanotica . . ... 12 60 4
Lilium candidum ....... 12 60,120 Rutishauser und Hunziker (1950)
Lilium speciosum ....... 12 60 Rutishauser und Hunziker (1950)
Lilium henryi .......... 12 60, 72 Rutishauser und Hunziker (1950)
Lilium regale . .......... 12 60 Rutishauser und Hunziker (1950)
Lilium martagon . ....... 12 60 4

! Gelegentlich wurden auch hiher polyploide Zahlen gefunden.
2 Eigene unverdffentlichte Resultate.

In der Regel halten die Nihrgewebe der Angiospermen mit groBer
Treue an der fiir sie charakteristischen Chromosomenzahl fest. Unter 717
Endospermen von Trillium grandiflorum wiesen nur 7 geringe Abwei-
chungen von der triploiden Zahl auf (Rutishauser, 1956b). Ferner
waren alle 40 untersuchten Endosperme von Fritillaria meleagris penta-
ploid (5n = 60, Abb. 1, b, ¢), wobei allerdings in einzelnen Fillen die Chro-
mosomenzahl nur mit einer Genauigkeit von == 1 bestimmt werden konnte.
Ob sich die Variabilitiit, die sich beim Aufbau der Zentralzelle mancher
Arten nachweisen 148t (z. B. bei Ergthronium americanum, Haque,
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1951), auf den Polyploidiegrad des Endosperms auswirkt oder ob dann
nur bestimmte Zentralzellen zu Endospermen auswachsen, ent21eht sich
noch unserer Kenntnis.

Abhdngigkeit von andern F aktoren

Ein Blick auf Tabelle 2 zeigt, daB in den Endospermen neben den
erwarteten auch andere Chromosomenzahlen erscheinen. Hohere und
niedrigere Polyploidiegrade, Gemische verschiedener Polypolidiegrade
sowie aneuploide Chromosomenzahlen sind um so héufiger, je mehr

a b c

d e
- Abbildung 1
u—d Fritillaria meleagris; e Fritillaria imperialis; a Metaphase eines Embryos (2n
= 24); b, ¢ Metaphasen von Endospermen (5n = 60); d Endospermmetaphase (15n
=180); e Endospermmetaphase (5n == 60 - Fragmentchromosomen) X350

Analysen durchgefiihrt worden sind. Die erwarteten Zahlen (3 n und 5 n)
stellen nur die am héiufigsten gefundenen Werte dar.

Die Ursachen fiir die Variabilitit der Chromosomenzahlen der
Endosperme sind verschiedener Art. Die Variabilitit kann auf Schwan-
kungen der Chromosomenzahl in den Gameten zuriickgehen oder erst
wiahrend der Entwicklung des Endosperms auftreten. Die cytologischen
Untersuchungen von T'rillium grandiflorum und andern Arten (Rutis -
hauser, 1956 b, Rutishauser und La Cour, 1956 a, b) er-
lauben den SchluB, daB die aneuploiden Chromosomenzahlen durch
Einkreuzung von hypo- oder hyperhaploiden Gameten zustande kom-
men. Bei T'. grandiflorum (2 n = 10) wurden unter 717 Endospermen
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7 aneuploide mit 14, 16 bzw. 17 Chromosomen gefunden. In allen Mitosen
desselben Endosperms fehlte jeweils das gleiche Chromosom, oder es war
im UberschuB vertreten. Aus der Zahl der iiberschiissigen bzw. in Min-
derzahl vorhandenen Chromosomen la8t sich ermitteln, daB in 6 Féllen
die minnliche Gamete, in einem die weibliche aneuploid waren. Ursache
fiir die Entstehung solcher Gameten ist vermutlich Nondisjunction. Es
ist aber wahrscheinlich, daB auch im Verlaufe der Endospermentwicklung
(somatisches) Nondisjunction vorkommt. Bei Trillium grandiflorum
kénnen in triploiden Endospermen gelegentlich Mitosen mit 16 oder 14
Chromosomen gefunden werden, bei Fritillaria meleagris erscheinen
neben pentaploiden Mitosen solche mit nur 59 Chromosomen. Da aber in
Quetschpriparaten immer die Moglichkeit der Absprengung einzelner
Chromosomen besteht, 148t sich der Umfang dieser Erscheinung nur
schwer abschitzen. 4

Viel unregelmiBiger noch als die Chromosomen des normalen Satzes
werden die B- oder Fragmentchromosomen auf die Endosperme verteilt
(Rutishauser, 1956 a). Wie aus Tabelle 3 hervorgeht, ist die Ver-
teilung der Fragmentchromosomen (fr) von Trillium grandiflorum auf
der ménnlichen Seite (Kreuzung o X fr) vollkommen normal, auf der
weiblichen (fr X o) dagegen erscheinen zu viele Endosperme mit
2-fr-Chromosomen (da die weibliche Pflanze zwei haploide Polkerne zum
triploiden Chromosomensatz des Endosperms beisteuert, entsprechen die
2-fr-Endosperme der Kreuzung fr X o den Endospermen mit einem fr
der Kreuzung o X fr). Die Differenz zwischen den beiden Kreuzungen
weist darauf hin, daB die Fragmentchromosomen in der Meiose der PMZ
normal verteilt werden, in den Meiosen der EMZ dagegen in die Dyade
wandern, die spiter zum ES auswiichst. Die Verleilung der Fragment-
chromosomen ist auf der weiblichen Seite gerichtet.

Tabelle 3 4
Verteilung der Fragmentchromosomen (fr) auf die Fi-Endosperme von
Trillium grandiflorum

Anzahi Zahl der Fragmente im Endosperm

Kreuzungskombination

Versuche

1

2

(1 - » ISR EPEOR 17 166 183 — — 349
B 0 e 7 27 2 175 1 205
i B o 0 g ARSI 5 D 4 31 21 61

Eine weitere Ursache fiir die Variabilitit der Chromosomenzahl im
Endosperm besteht darin, daB auch in bezug auf Zahl und Verschmel-
zungsgrad der Pol- und Spermakerne Variationen moglich sind. Das geht
besonders aus den Ergebnissen von Kreuzungsversuchen zwischen Paris
quadrifolius (2n = 20) und Arten der Gattung Trillium (2n = 10) klar
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hervor. In den hybriden Endospermen der Kreuzung P. quadrifolius X
Trillium sollten die Kerne aus 20 Paris- und 5 Trillium-Chromosomen
zusammengesetzt sein. Diese Zahlen wurden tatsichlich auch in den

a b ‘ c
Abbildung 2
a, b Mitosen eines hybriden FEndosperms der Kreuzung
Paris quadrifolius X Trillium cernuum
a 10 Paris- und 5 Trillium-Chromosomen, b 10 Paris-Chromosomen; ¢ Spite Prophase
eines Endosperms der Kreuzung Paris quadrifolius X Trillium grandiflorum mit 20

Paris-Chromosomen. (Paris-Chromsomen im UmriB gezeichnet, Trillium-Chromosomen
schwarz) X750

meisten Endospermen gefunden (Rutishauser und La Cour,
1956 a, b). Daneben erschien aber auch ein Endosperm mit 20 Paris-
Chromosomen und ein weiteres, dessen eine Hilfte Kerne mit 10 Paris-

Abbildung 3
Schematische Darstellung der Befruchiung im Embryosack
sexueller Pflanzen (Spermakerne und Pollenschlauch schwarz)
a Zentralzelle unbefruchtet; b Verschmelzung der beiden Pol-
kerne und des Spermakerns; ¢ Verschmelzung eines Polkerns
mit einem Spermakern, der zweite Polkern bleibt frei

und 5 Trillium-Chromosomen und dessen andere Hilfte Kerne mit nur
10 Paris-Chromosomen enthielt (Abb. 2 a—¢). Es ist klar, da sich im
ersten Falle eine unbefruchtete Zentralzelle weiter entwickelt hat; im
letzteren dagegen wurde einer der beiden Polkerne von einem Sperma-
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kern befruchtet, bevor er mit dem zweiten verschmelzen konnte. Belde'
Polkerne waren teilungsfihig (Abb. 3).

Als letzte Ursache fiir die Variabilitit der Chromosomenzahl im
Endosperm seien die Vorgiinge erwihnt, die zu ihrer Verdoppelung und
Vervielfachung fithren (Abb. 1 d). Diese Erscheinung ist im Endosperm
nicht selten. Ich konnte sie bei allen Arten nachweisen, fiir die geniigend
Zihlungen durchgefiihrt worden sind. Fiir ihr hiufiges Auftreten spre-
chen ferner die Angaben iiber Riesenkerne, die in der embryologischen
Literatur an zahllosen Stellen zu finden sind. Als Ursache fiir ihre Ent-
stehung kommen drei Vorginge in Betracht:

1. Verschmelzung von Kernspindeln
2. Endomitosen und
3. spontane Chromosomenbriiche mit nachfolgenden Reunionen.

Es ist in der Regel nicht moglich, Fall 1 und 2 auseinander zu halten.
Spindelverschmelzungen sind von vielen Embryologen beschrieben wor-
den. Brock (1955) betrachtet sie als wichtigste Quelle fiir die Poly-
ploidie des Endosperms von Hyazinthen. Endomitotische Teilungen
lieBen sich dagegen bis jetzt nicht einwandfrei nachweisen. Ihr Vorhan-
densein ergibt sich indirekt aus dem Befund, da Riesenkerne und hoch-
polyploide Mitosen bei vielen Pflanzen, so zum Beispiel Ranunculus auri-
comus (Rutishauser, 1953) und Trillium grandiflorum (Rutis -
hauser, 1956 b) haufig sind, obwohl nie Splndelverschmelzungen
gesehen werden konnten.

Daf} auch spontane Chromosomenbriiche zur Entstehung hochpoly-
ploider Kerne Anla8 geben konnen, geht aus cytologischen Untersuchun-
gen an Ranunculus auricomus (Rutishauser, 1953) und an Lilium-
‘Bastarden (Brock, 1954) hervor. Da im nucleiren oder helobialen
Endosperm anfiinglich keine Zellwinde ausgebildet werden, bleiben
Briicken, welche durch Schwesterstrangvereinigung zentrischer Frag-
mente entstehen, hiufig erhalten. Die beiden Tochterkerne bleiben so
vereinigt und bauen hantelférmige Kerne auf. Riesen- und Hantelkerne
sind in der Regel nicht zufillig iiber das Endosperm verteilt. Bei Endo-
spermen mit nucleiirer Entwicklung treten sie vorzugsweise in der Néihe
der Antipoden auf. Endosperme, die sich nach dem helobialen Typus
entwickeln, zeigen eine auffillige Haufung abnormer Kerne in der chala-
zalen Kammer. Diese beiden Beobachtungen sprechen dafiir, da8 sowohl
die Verdoppelung der Chromosomenzahl wie auch die spontanen Chro-
mosomenbriiche letztlich durch Stoffwechselvorgiange ausgelost werden.

2. Apomiktische Pflanzen

Die cytologischen Vorginge im Endosperm autonom apomiktischer
Pflanzen (diploide Parthenogenesis) liegen noch vollig im dunkeln. Nach
Gustafsson (1946) sind beziiglich der Chromosomenzahl drei Falle
realisiert:
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1. Die beiden unreduzierten Polkerne verschmelzen, das Endosperm
fiihrt infolgedessen die doppelte somatische Chromosomenzahl.

2. Die beiden Polkerne verschmelzen oder bleiben frei; je nachdem
werden Endosperme mit der somatischen oder der doppelt soma-
tischen Chromosomenzahl ausgebildet.

3. Die beiden Polkerne verschmelzen nicht, die Chromosomenzahl
des Endosperms entspricht dann jener des Embryos und des miit-
terlichen Gewebes.

Diese Auffassung hat sich aus der Interpretation embryologischer
Priparate ergeben. Cytologische Beweise stehen noch aus. Solche Unter-
suchungen wiren aber schon deshalb erwiinscht, weil Riickschliisse aus
embryologischen Untersuchungsergebnissen auf die Cytologie oft un-
sicher sind.

Besser bekannt als die autonom apomiktischen sind die pseudogamen
Pflanzen, die Apomikten also, deren Bliiten bestiubt werden miissen,
damit sich ihre unreduzierten und nicht befruchteten Eizellen normal
entwickeln konnen. Die Literatur iiber die Auslésung der Embryoent-
wicklung und die Cytologie des Endosperms pseudogamer Pflanzen ist
in einer fritheren Arheit besprochen worden (Rutishauser, 1953).
Eine neuere Ubersicht stammt von Nygren (1955). Da in bezug auf
die Interpretation Differenzen vorliegen, ist es notwendig, die Tatsachen
und die daraus gezogenen Schliisse nochmals kurz darzustellen.

Ausgangspunkt fiir die cytologische Untersuchung des Endosperms
pseudogamer Arten hildete in allen Arbeiten die Frage, ob die Zentral-
zelle befruchtet werden miisse, damit sie sich zum Endosperm entwickle,
oder ob der bloBe Kontaktreiz des auswachsenden Pollenschlauches ge-
niige, um die Entwicklung in ‘Gang zu bringen. Die Ldsung des Problems
schien einfach zu sein: Befruchtung zweier unreduzierter Polkerne durch
einen reduzierten Spermakern miifite pentaploides Endosperm ergeben,
«autonome» Entwicklung der Zentralzelle dagegen tetraploides. Die Aus-
zidhlung der Chromosomen von Endospermmitosen brachte kein eindeu-
tiges Resultat. Schon N o a ¢ k (1939), der die Cytologie des Endosperms
von Hypericum perforatum untersuchte, fand neben befruchteten Endo-
spermen andere, die sich <autonom» entwickelt hatten. Ny gren (1950)
gibt fiir Poa arctica ssp. caespitosa (2 n = 56) triploide, tetraploide und
pentaploide Endosperme an und betrachtet die tetraploiden als Indiz fiir
<autonome» Entwicklung des Endosperms. Wie N o a ¢ k ist er-der Mei-
nung, daB Befruchtung der Polkerne nicht notwendige Voraussetzung
fiir die Entwmklung es Endosperms sei.

Die Zahlungen, welche an insgesamt 276 Endospermen von Ranun-
culus auricomus s.1. (4 n = 32) ausgefiihrt worden sind (Rutishau-
ser, 1953), ergaben ein anderes Resultat. Sie zeigten, daB die Variabili-
tat der Chromosomenzahlen viel héher ist als bei sexuellen Pflanzen
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Tabelle 4
‘Chromosomenzahlen der Endosprme von Ranunculus auricomus, n =8

Chromosomenzahlen der Endosperme ;
Kreuzung
dn | 50| 6n| 70| 8n | 9n |10n|11n|12n |13n | 14n | 15n| 16n |
4n X 4n A
Selbstung ....... i Rl e 2| —|7|=|3|—|88|—=117—=]| 1 |— 2
Interspezifische Kreuzungen . H—|67l—|—|—]|1
An MR L T e e ~l2f1|—]|—|1]27

1 Diploide Pflanzen sexuell.

(Tabelle 4). In Selbstungen und interspezifischen Kreuzungen des Typus
4 n X 4 n wurden nicht weniger als 7 verschiedene polyploide Zahlen
gefunden. Es ist nicht leicht, die erhaltenen Zahlen zu interpretieren.
Zwei voneinander differierende Versuche sind unternommen worden:

Urspriinglich (vgl. Nygren, 1955) wurde die groBe V ariabilitét
der Chromosomenzahlen von Ranunculus auricomus auf Grund folgen-
der Annahmen erklart:

1. Ausbildung reduzierter und unreduzierter Embryosicke (partielle
Aposporie).
2. Ausbildung reduzierter und unreduzierter Pollenkorner.

3. Einfache und doppelte Befruchtung der Zentralzelle. Im letzteren
Falle sind zwei Moglichkeiten realisiert:
a) doppelte Befruchtung der Zentralzelle durch zwei unreduzierte
Spermakerne;
b) doppelte Befruchtung der Zentralzelle durch einen reduzierten
und einen unreduzierten Spermakern.

Diese Interpretation erlaubt es, alle gefundenen Werle aus einer bei
Apomikten hiufig beobachteten Erscheinung — partielle Apomeiose —
abzuleiten. Sie macht allerdings eine Hilfshypothese — doppelte Be-
fruchtung der Zentralzelle — notwendig.

Embryologische Untersuchungen und die Aufklirung des Fort-
pflanzungsmodus der diploiden Kleinart R. cassubicifolius, die bei den
Kreuzungsversuchen des Typus 4 n X 2 n beniitzt worden ist, sprechen
aber dafiir, daB diese Interpretation etwas abgedndert werden muB.
R. cassubicifolius (2 n = 16) ist total sexuell. Die Pflanze erzeugt, be-
stiubt mit Pollen tetraploider Kleinarten, triploide Nachkommen (3 n =
24), und die Endosperme selbstbestéiubter Bliiten sind ebenfalls triploid.
Der Pollen dieser Kleinart diirfte daher stets haploid sein (n = 8). Bei
Kreuzungen zwischen pseudogamen Tetraploiden und R. cassubicifolius
entstehen nun aber vorwiegend decaploide (10 n = 80) und nur selten
enneaploide (9 n = 72) Endosperme (Tabelle 4). Die decaploide Chro-
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mosomenzahl muf entstanden sein durch doppelte Befruchtung zweier
unreduzierter Polkerne mit zwei reduzierten Spermakernen (82432 s
8 + 8 = 80). Damit ist doppelte Befruchtung der Zentralzelle nachge-
wiesen. Sie konnte kiirzlich auch direkt beobachtet werden.

2‘. =
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64 und 32

@
a8
8 ;

\ DAV b

Abbildung 4

Schematische Darstellung der Befruchtung im Embryosack pseudogamer Kleinarten
von Ranunculus auricomus s. 1. (4 n = 32) und die daraus resultierenden Chromoso-
menzahlen der Endosperme (Spermakerne und Pollenschlauch schwarz)

Aus embryologischen Untersuchungen ging ferner hervor, daB

1. die beiden Polkerne zur Zeit der Befruchtungsreife nicht immer
verschmolzen sind und daf

2. auch Zentralzellen mit drei Polkernen ausgebildet werden. Partielle
Apomeiose wurde dagegen bisher nicht gefunden.
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Diese Beobachtungstatsachen fiithren zu einer Interpretation, welche
die Variabilitiit der Chromosomenzahlen pseudogamer Auricomi in der
Hauptsache auf zwei Variable zuriickfiihrt, nimlich:

1. die Zahl und den Verschmelzungsgrad der Polkerne und
2. die Zahl der Spermakerne, die mit den Polkernen verschmelzen.

Dazu kommt noch eine dritte, die allerdings selten realisiert sein diirfte,
die Verdoppelung der Chromosomenzahl aller Endospermkerne durch
endomitotische Vorginge. In Abbildung 4 sind einige Befruchtungssta-
dien gezeichnet, die auf Grund der unter 1. und 2. aufgefiihrten Variabeln
zu erwarten sind. j

Sowohl die urspriingliche Interpretation wie auch die spétere fiihren
- zu der Auffassung, daB die Endosperme pseudogamer Auricomi in der
Regel befruchtet sind. Wie bei sexuellen Pflanzen (vgl. Paris quadrifolius)
ist aber ausnahmsweise auch Entwicklung unbefruchteter Zentralzellen
moglich. :

Wie Fertilititsuntersuchungen gezeigt haben, bedeutet die grofie
Variabilitiit der Chromosomenzahlen im Endosperm pseudogamer Pflan-
zen nicht, daB die Entwicklung unabhéngig ist von der Zahl der in diesem
Gewebe vorhandenen Chromosomengarnituren. Es scheint, daf§ die duo-
decaploide Zahl (12 n = 96) fiir die meisten Kleinarten von R. auricomus
optimale Entwicklung gewihrleistet. Die Beziehungen zwischen Fertilitat
und Chromosomengarnitur sind aber komplexer Art. Nicht nur quanti-
tative, auch qualitative Faktoren spielen eine Rolle (Rutishauser,
1954).

II1. Genetik des Endosperms

Endosperm und Embryo entwickeln sich im Anschluf8 an eine Ver-
schmelzung haploider Kerne. Je nach dem Entwicklungstypus des Em-
bryosacks ist dabei die Zahl der Gametenkerne, welche von der weiblichen
Pflanze herstammen, im Endosperm um das Zwei- bis Neunfache gréfer
als jene der Pollenpflanzen. Eine Ausnahme bilden nur die Oenothera-
ceen: dort sind auch die Endospermkerne aus nur je einem ménnlichen
und weiblichen Gametenkern aufgebaut. ;

Obwohl sich nun aber beide Gewebe, das Endosperm und der Em-
bryo, aus einer befruchteten Zelle ableiten, verlduft ihre Entwicklung
doch in ganz verschiedenen Richtungen. Das Endosperm behilt stets den
Charakter eines Gewebes bei. Es ist, im Gegensatz zum Embryo, nur sehr
wenig differenzierungsfihig und scheint nie dazu beféahigt zu sein, einen
neuen Organismus aufzubauen. Alle Angaben iiber sogenannte Endo-
spermembryonen haben sich als unrichtig erwiesen oder sind zumindest
unsicher. Man muB daher annehmen, daB die Entwicklungsrichtung des
Endosperms schon bei der Anlage der Zentralzelle festgelegt wird.
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Abweichungen gegeniiber dem Embryo ergeben sich auch in bezug
auf die Zahl der moglichen Genotypen. Diese sind in Tabelle 5 fiir die
Kreuzung C,C, X C;C; zusammengestellt worden. Die Bezeichnungen
(; und C, bedeuten dabei entweder zwei Allele oder aber die homologen
Partner eines heteromorphen Chromosomenpaares. Aus Tabelle 5 ist
ersichtlich, da die Zahl der Genotypen der Endosperme je nach dem
Entwicklungstypus des Embryosackes zwischen 1 und 3 variiert. Beim
Embryo betriigt sie dagegen stets 2. Die verschiedene Zahl von Genotypen
im Endosperm kann auf zwei Faktoren zuriickgefiihrt werden, namlich

1. auf die Anzahl der Sporenkerne, die am Aufbau des Embryosacks
beteiligt sind, und
2. auf die Anzahl der Polkerne, welche miteinander verschmelzen.

Tabelle 5
Genotypen von Embryonen und Endospermen der Kreuzung C;CsXC,Cy
Typus Genotypus des Zahl der
der ES-Eyrﬂwicklung Embryon Eadospesing Gﬁﬁgtozgixrl n:i:r
Lk .G GGG :
' GG, C, GG,y
QOenothera GG €.C¢ !
GG GG,
Allium GG, 0 o
(Drusa) C,C, C,C.C, 3
GGG,
Penaea GG, C,C,C,C,C, 1
Fritillaria GG
Plumbago
Plumbagella
Adoxa C,C, R0 o
' GG | GGG 3
C,G,C,

Pflanzen mit monosporen Embryosicken (NT- und Oenothera-
Typus) entwickeln im AnschluB an die Kreuzung C,C, X C,C; Endo-
sperme des Genotypus C,C,C; und C,C.C, bzw. C,C, und C,C,. Unter-
schiede gegeniiber dem Embryo ergeben sich, vorausgesetzt, daB ein
quantitativer Effekt der Gene vorliegt (z. B. C, > C, aber C,<<(,C,), nur
dadurch, daB in der reziproken Kreuzung C,C, X C,C, keine phaeno-
typischen Differenzen zwischen den verschiedenen Endospermen (C,C,C,
und C;C,C,) gefunden werden koénnten. Bei Pflanzen mit Oenothera-
Typus fillt auch diese Differenz noch weg.

Besonders interessant sind in bezug auf das genetische Verhalten
des Endosperms die Pflanzen mit bisporen Embryosicken (Allium-
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Typus). Es ist an anderer Stelle (Rutishauser, 1955 a, b, 1956 b)
schon gezeigt worden, daB in diesem speziellen Falle die cytologischen
Konsequenzen des Crossing-over nachgewiesen werden konnen. Voraus-
setzung dafiir ist das Vorhandensein von heteromorphen Chromosomen-
paaren. Die Vorginge, welche sich im Verlauf der Entwicklung des Em-
bryosackes und des Endosperms abspielen, sind in Abbildung 5 fiir das

| 6o :
i ® < )
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; 1
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©
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o) 00 o
C1Cy C,
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2%2 C2 (O]
0 00 o
00 !Q?@
g, ©0 g
o) 00 o} 5 _
2 :
c CZS.CT
2 o)
0} 00 o
00 Q?@
Abbildung 5

Entwicklung des Embryosacks (Allium-Typus) von Trillum grandiflorum und Vertei-

lung der Chromatiden eines heteromorphen Chromosomenpaares (;C,. Das C;-Chromo-

som besitzt eine, das Co-Chromosom zwei heterochromatische Segmente (Euchromatin
ausgezogen, Helerochromatin punktiert). Weitere Erklirungen im Text

heteromorphe Chromosomenpaar C,C, dargestelli. Die beiden hetero-
morphen Chromosomen unterscheiden sich in der Zahl der heterochro-
matischen Segmente; das C,;-Chromosom besitzt eine, das C,-Chromosom
zwei solche Regionen. Je nach der Zahl und der Lage der Chiasmata ge-
langen in die Embryosackzelle Chromatidenpaare des Typus CiCy, G.C,
(reduktionelle Teilung) oder C,C, (iquationelle Teilung). Es entstehen
daher nach einer Kreuzung des Typus C;C; X C;C, dreierlei Endosperm-
genotypen, namlich C,C,Cy, C;C5C, und C,C,C, (Abb. 5, 6). Es kann so
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unter der oben genannten Voraussetzung die Lage und Hiufigkeit der
Chiasmata bestimmt werden. Auch bei Pflanzen mit Allium-Typus der
Embryosackentwicklung sind genetische Differenzen zwischen den En-

Abbildung 6
Endospermmitose
von Trillium grandiflorum
Kreuzung C;CyX(CC;, Chromosomen-
komplement des Endosperms C;C;Co,.
Die iibrigen Chromosomen sind homo-
morph X750

dospermen reziproker Kreuzungen zu erwarten. Aus der Kreuzung
C;C; X C,C. gehen nur Endosperme mit den Genotypen C,C,C, und
C:C,C; hervor. :

Ahnlich wie der Allium-Typus verhilt sich vermutlich auch der
Adoxa-Typus (Abb. 7). Die Endosperme der Kreuzung C,C, X C,C, er-
scheinen ebenfalls in drei Genotypen. Ob das gleiche auch fiir den Drusa-
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Abbildung 7
Entwicklung des Embryosacks nach dem Adoxa-Typus und Verteilung der Chromatiden
eines heteromorphen Chromosomenpaares C,C, '

Typus zutrifft, hingt davon ab, von welchem der drei chalazalen Sporen-
kerne der zweite Polkern abstammt.

Am Aufbau der Endospermkerne von Pflanzen mit Penaea-, Fritil-
laria-, Plumbago- und Plumbagella-Typus beteiligen sich jeweils alle vier
Sporenkerne. Es werden somit alle vier Chromatiden eines Bivalenten
wieder zusammengefiihrt. Der primiire Endospermkern einer C,C.-
Pflanze muB daher die Konstitution C,C,C.C, haben, das Endosperm der
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Kreuzung C;C, X C;C, die Konstitution C;C,C;C,C, (Abb. 8). Im Gegen-
satz zu allen iibrigen Typen der Embryosackentwicklung wird in diesen
Fillen erreicht, daf alle Endosperme einer heterozygoten Pflanze den-
selben Genotypus aufweisen. Penaea-, Fritillaria-, Plumbago- und Plum-
bagella-Typus der Embryosackentwicklung fithren zu einer erhohten
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Abbildung 8
Entwicklung des Embryosacks nach dem Fritillaria-Typus und Verteilung der Chroma-
tiden eines heteromorphen Chromosomenpaares C;C,

Stabilitit des Endosperms. Dasselbe trifft vermutlich auch fiir den
Peperomia-Typus zu. Nur scheint dort nach Fagerlinds Untersu-
chungen (1939) von Peperomia pellucida zu schliefen, die Zahl der Pol-
kerne groBen Schwankungen unterworfen zu sein.

IV. Spontane Chromosomenbriiche im Endosperm

McClintock (1939) hat darauf hingewiesen, daB sich zentrische
Chromosomenfragmente im Endosperm anders verhalten als im Embryo.
Wihrend die gebrochenen Enden im embryonalen Gewebe heilen, wo-
durch die Fragmente stabil werden, sind sie im Endosperm infolge des
«breakage-fusion-bridge cycle» dauernden Verdnderungen unterworfen.
Als genetische Konsequenz dieser chromosomalen Variation erscheint das
Phiénomen der Variegation. j

Spitere Untersuchungen an Arten der Gattungen Ranunculus (R u -
tishauser, 1953), an Lilien, Hyazinthen (Brock, 1954, 1955) und
~ vor allem an Trillium grandiflorum (Rutishauser, 1956 b) haben
dann gezeigt, daB nicht nur zentrische Chromosomenfragmente, welche
durch den Pollen ins Endosperm eingefiihrt worden sind, Verinderungen
erleiden, sondern daf auch normale Chromosomen im Verlaufe der En-
dospermentwicklung brechen und Reunionen eingehen kénnen. Bei T'ril-
linum grandiflorum betragt die Frequenz dieser spontanen Chromosomen-
briiche 1,06 %s. In den Wurzeln derselben Art werden dagegen nur selten
Chromosomenaberrationen gefunden. Die Chromosomen des Endo-
sperms sind also dem Phinomen der spontanen Chromosomenbriiche
bedeutend stiirker ausgesetzt als jene der Wurzelspitzen. Die im Endo-
sperm gehiiuft auftretende Variegation mancher Gene lieBe sich auch auf
dieser Grundlage verstehen. ' ;

333



Die Ursachen fiir die erhohte Frequenz spontaner Chromosomen-
briiche im Endosperm sind noch nicht bekannt. Doch bestehen gute
Griinde fiir die Annahme, da sie durch Bildung und Anhiufung muta-
gener Agenzien zustande kommt.

Summary and Conclusions

The above synopsis of cytological and genetic experimental results
obtained from endosperms of numerous flowering plants show clearly
that there are differences between the cyto-genetics of the endosperm
and of the embryo. In crosses between diploid-sexual plants the chromo-
some number of the embryo deviates relatively seldom from the diploid
number. The degree of polyploidy of the endosperm however shows
considerable variation. It is first of all dependent on the type of embryo-
sac development, particularly on the number of polar nuclei which fuse.
Triploid and pentaploid endosperms are most frequently formed.

Exceptionally, e. g. after pollination from a foreign genus, unfer-
tilized central cells can develop further, or mosaic endosperms can appear
because of the fusing of only one polar nucleus with the sperm nucleus,
while the other one undergoes further divisions unfertilized.

But the chromosome number given by the fertilization of the central
cell is not always kept. In all cytologically well investigated endosperms
doubling of the chromosome number of single nuclei was observed. They
arise because of spindle fusions, endomitotic divisions, and presumably
also because of bridge-building following spontaneous chromosome
breakage.

In apomictic (pseudogamous) plants variability of chromosome
numbers in the endosperms is still higher than in sexual plants and can be
attributed to the following variables:

1. number of polar nuclei, building up the embryo-sac;

2. number of spermnuclei fusing with the secondary embryo-sac
nucleus (single and double fertilization of the central cell).

Differencies between embryo and endosperm exist also from the
genetic point of view. It was shown in the example C,C, X C,C; that the
number of genotypes in the endosperm varies, while in the embryo they
always amount to two. The cause of this is again the great variability in
the development of the embryo-sac. Three modes of behaviour can be
distinguished: .

1. The endosperms of monosporic embryo-sacs appear like the em-
bryos in two genotypes. '

2. In the endosperms of bisporic embryo-sacs three genotypes are to
be expected. The embryo-sacs in this case develop from a dyad cell
and therefore contain in their nuclei two of the four chromatides
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of a bivalent. The two chromatides unite on the fusion of the polar
nuclei after they have been previously divided in the second meiotic
division (which corresponds to the first step of division in the
embryo-sac development). According to whether cross-over has
taken place or not between the centromere and the locus of the pair
of alleles central cells of the genotype C,C;, C.C, or C,C, will be
expected.

The tetrasporic embryo-sacs of the Adoxa-type and possubly also
of the Drusa- type presumably behave like the bisporic embryo-
sacs.

3. Only one genotype is to be expected in the endosperms of all
tetrasporic embryo-sacs of the Penaea-, Fritillaria-, Plumbago- and
Plumbagella-types. The four polar nuclei of the central cell in
this case are derived from descendants of all four macrospores. So
all four chromatides of a bivalent are brought together again. The
pentaploid endosperms of the four types mentioned thus achieve
a high degree of stability.

Apart from these peculiarities dependent on the developmental type
of the embryo-sac individual variations are also to be expected in genetic
behaviour. These arise particularly from the fact that the frequency of
spontaneous chromosome breakage in the endosperm is significantly
higher than in other tissues of the plant structure. They are further
intensified by McClintock’s breakage-fusion-bridge cycle, which
is not obligatory for all endosperms however.
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