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3. METHODEN

3.1. PFLANZENSOZIOLOGISCHE UND OKOLOGISCHE
UNTERSUCHUNGEN

In Mischbestinden von Eltern- und Bastardtaxa sowie an Standorten reiner
Elternpopulationen wurden pflanzensoziologische Aufnahmen der Bliiten-
und Famnpflanzen vorgenommen. Die Aufnahmeflichen umfassen oft mehre-
re Aren und liegen in verschiedenen Gebieten der Alpen, wenige im Jura und
in den Pyrenden. Zur Schitzung der Artméchtigkeit wurden die Deckungs-
werte von BRAUN-BLANQUET (1951) mit 7teiliger Skala iibernommen (r, +,
1,2, 3, 4, 5). Die Nomenklatur der aufgefiihrten Begleitarten entspricht je-
ner in HEess et al. (1976, 1977, 1980) und, bei darin ausnahmsweise nicht ent-
haltenen Taxa, jener in TUTIN et al. (1964-1980). Kritische Arten sind im Her-
barium der ETH Ziirich (ZT) hinterlegt.

In den Vegetationstabellen sind die untersuchten Ranunculus-Taxa zuoberst
aufgefiihrt. Darunter sind Trennarten zwischen den verschiedenen Pflanzen-
gemeinschaften zusammengefasst, wobei auch solche mit geringer Stetigkeit
beriicksichtigt wurden. Die restlichen Begleitarten sind nach abnehmenden
Stetigkeiten geordnet. Etliche Taxa sind nur in ein bis zwei Aufnahmen vor-
handen; sie werden im Anschluss an die Tabellen beigefiigt. Da die meisten
Bestinde nur einmal aufgenommen wurden, sind die Artenlisten nicht voll-
stiandig.

Zum Vergleich der Standorte reiner Eltern mit Bastardstandorten wurden
von insgesamt 31 Aufnahmen die Mittel der 6kologischen Zeigerwerte von
LanpoLT (1977) berechnet. Diese empirischen Werte mit Steiliger Skala sind
wie folgt definiert:

F: Feuchtezahl (1: Trockenheitszeiger, 5: Nissezeiger, zusitzlich w: Wechsel-
feuchtigkeitszeiger)

: Reaktionszahl (1: Séurezeiger, 5: Basenzeiger)

: Nihrstoffzahl (1: Magerkeitszeiger, 5: Uberdiingungszeiger)

: Humuszahl (1: Rohbodenzeiger, 5: Rohhumus- oder Torfzeiger)

: Dispersititszahl und Durchliiftungsmangelzahl (1: Felspflanzen, 5: Sauer-
stoffarmutszeiger)

: Lichtzahl (1: Schattenzeiger, 5: Lichtzeiger)

: Temperaturzahl (1: Hochgebirgspflanzen und arktische Pflanzen, Kilte-
zeiger, 5: Wiarmezeiger)

O Z7~
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K: Kontinentalititszahl (1: in ozeanischem Klima, 5: in kontinentalem Klima)

Obwohl diese Zusammenstellung an der Schweizer Flora erarbeitet wurde,
sind fast alle im Ausland aufgenommenen Arten darin enthalten und weisen
auf gleiche 6kologische Verhiltnisse hin. Bei der Berechnung wurden sédmtli-
che Arten mit Deckungswert r und + 1mal, solche mit 1 2mal, mit 2 3mal,
mit 3 4mal, mit 4 Smal und mit 5 6mal gewichtet.

Fiir die zusammenfassende Charakterisierung der Standorte wurden die Er-
gebnisse der mittleren Zeigerwerte durch weitere Beobachtungen ergénzt. Die
Ionenkonzentration im Wurzelraum wurde mit dem "Hellige"-pH-Meter ge-
messen. Weitere okologische Angaben finden sich in den unter den Kapiteln
"Pflanzensoziologisches Verhalten" zitierten Arbeiten.

3.2. ZYTOLOGIE
3.2.1. Chromosomenzahlen

Zur Bestimmung der Chromosomenzahlen wurden Wurzelspitzen verwendet.
Diese wurden 3 Stunden in 0.05%iger Colchicinlésung bei Zimmertempera-
tur vorbehandelt und anschliessend in Athanol/Eisessig (3:1) wihrend minde-
stens 24 Stunden im Kiihlraum (3°C) fixiert. Zur Aufbewahrung iiber Mona-
te wurden die fixierten Wurzelspitzen in 70%igen Athanol iibergefiihrt und
bei -20°C gelagert. Zur Firbung der Chromosomen wurden die Wurzelspit-
zen in Orcein-Lactopropionsdure (DYER 1963) gegeben und darin einen bis
mehrere Tage bei 3°C belassen. Vor dem Quetschen in einem Tropfen
Orcein-Lactopropionsidure wurden sie bis zum Aufkochen erhitzt.

Die Chromosomenzahlen wurden stets an mehreren Individuen einer Popula-
tion bestimmt. Pro Pflanze wurden 10-15 Metaphasen ausgewertet.

Fiir die Aufnahmen wurde ein Zeiss Photomikroskop III mit Immersionsob-
jektiv (Plan 100 / 1.25 Ol) und Panatomic-X Film (16 DIN) von Kodak ver-
wendet.

3.2.2. Endomitosen

Bei den meisten der untersuchten Taxa, sogar bei solchen mit bereits polyplo-
idem Chromosomensatz, wurden in einzelnen Wurzelspitzen neben Zellen mit
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Fig. 1. Endomitose in einer Wurzelspitze von Ranunculus kuepferi x R. platanifolius
(Wandflue; xc 128, Kap. 2.2); links: Zelle mit 2n = 5x = 40; rechts: Zelle mit 80 Chromoso-
men.

Endomitosis in a root tip of Ranunculus kuepferi x R. platanifolius (Wandflue; xc 128,
chapter 2.2); left: cell with 2n = 5x = 40; right: cell with 80 chromosomes.

der charakteristischen somatischen Chromosomenzahl zugleich Zellen mit
verdoppelter Anzahl Chromosomen festgestellt; so bei Ranunculus alpestris,
R. parnassifolius (2n = 4x), R.kuepferi (2n = 2x, 3x, 4x), R. pyrenaeus,
R.seguieri, R. parnassifolius x R. seguieri (2n=5x), R. kuepferi x
R. aconitifolius (2n = 2x, 5x), R. kuepferi x R. platanifolius (2n = 4x, 5x:
Fig.1), R.kuepferi x R. seguieri (2n = 3x, 4x, 5x), Callianthemum co-
riandrifolium (2n = 2x). Zusitzlich wurde in einer Wurzelspitze von diplo-
idem R.kuepferi sogar etwa die vierfache Anzahl Chromosomen beobach-
tet.

Auch BAUER (1954) fand bei R. glacialis in ein und derselben Wurzel Zellen
mit 16 respektive 32 Chromosomen.

Um die richtige somatische Chromosomenzahl festzustellen, wurden pro
Pflanze mehrere Wurzelspitzen verwendet und mehrere Metaphasen unter-
sucht.

3.2.3. Chromosomen-Banding

Mit Hilfe einer Doppelfarbung mit den beiden Fluoreszenzfarbstoffen CMA
und DAPI (LEeMANN und RucH 1983) wurden die Chromosomen von Ranun-
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culus aconitifolius, R. platanifolius, R. seguieri sowie von tetraploidem R.
kuepferi auf Bandenmuster gepriift. Bei allen untersuchten Taxa sind vor al-
lem DAPI-positive Banden im Centromerbereich der Chromosomen vorhan-
den. Da eine Karyotypunterscheidung der verschiedenen Arten aufgrund die-
ser Befunde nicht méglich scheint, wurden die Untersuchungen nicht weiter-
gefiihrt.

In der Literatur findet man wenige Angaben iiber Banding-Untersuchungen
bei Ranunculus-Arten: TANAKA und TANIGUcHI (1975) und TANIGUCHI et al.
(1975) stellten an Ranunculus japonicus Thunb. Satelliten-Banden fest.
MARkS (1976) fand bei R. ficaria L. Bandenmuster vor allem in B-Chromo-
somen. Banding-Untersuchungen in der Artengruppe des R. polyanthemos
L. (BALTISBERGER 1980) lieferten keine taxonomisch auswertbaren Resultate.

3.3. POLLENUNTERSUCHUNGEN

Jungen Bliiten wurden einige Antheren entnommen und in einem Tropfen
Karminessigsiure zerdriickt, so dass sich der reife Pollen moglichst homogen
im Préparat verteilte. Die normal ausgebildeten, mit Zytoplasma ausgefiillten
Pollenkomner firbten sich sogleich rot an; die meist stark deformierten, steri-
len Korner hingegen blieben farblos oder fiarbten sich hochstens stellenweise
an; zweifelhafte Fille waren selten.

Wo nichts anderes angegeben, wurde der Pollen von 10 Pflanzen je Popula-
tion untersucht (1 Bliite pro Pflanze). Die Bliiten stammen zum grossten Teil
aus der Natur, nur wenige aus der Kultur im Gewichshaus. Die Werte von
Bliiten aus Kultur zeigten keinen charakteristischen Unterschied zu solchen
vom natiirlichen Standort.

Der verwendete Begriff "Pollenfertilitit” beinhaltet das Verhiltnis gut aus-
gebildeter und homogen angefirbter Pollenkdrner zur Gesamtzahl von min-
destens 100 Kornern je Bliite.

Der Pollendurchmesser wurde mit einem Messokular 10x und einem Ob-
jektiv 40:1 (1 Teilstrich = 1.6 um) an 20 Pollenkérnern pro Bliite ausgemes-
sen.

3.4. BESTAUBUNGSEXPERIMENTE

Samtliche Bestiubungen wurden im Gewichshaus durchgefiihrt.
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Selbstbestiubungen

Bei Selbstbestdaubungen durch bliiteneigenen Pollen wurden die Bliiten im
Knospenstadium in Kunststoffnetzchen eingeschlossen. Nach einigen Tagen
wurde der Pollen geplatzter Antheren an den Narben derselben Bliite abge-
streift. Bei Selbstbestdubungen durch bliitenfremden Pollen derselben Pflanze
wurden die bliiteneigenen Antheren im noch geschlossenen Zustand entfernt.
Dann wurden die Narben sogleich bestdubt und die Bliite mit dem Kunststoff-
netzchen umgeben.

Fremdbestiaubungen
Die jungen bliiteneigenen Antheren wurden vor der Bestiubung entfernt und
die durch taxoneigenen Pollen bestdubten Bliiten anschliessend mit Kunst-
stoffnetzchen geschiitzt.
Fremdbestdubungen wurden nur bei den Elternarten durchgefiihrt. Es wur-
den jeweils zur Hilfte Bestdubungen zwischen Individuen vom gleichen Fund-

ort und zwischen Pflanzen von verschiedenen Fundorten vorgenommen; bei
keinem der untersuchten Taxa wurden jedoch gesetzméssige Unterschiede
zwischen diesen beiden Fremdbestdubungstypen festgestellt.

Kreuzungen

Die Kreuzbestiubungen wurden fast immer reziprok durchgefiihrt. Die blii-
teneigenen Antheren wurden wiederum entfernt und die Bliiten nach der Be-
stdubung geschiitzt.

3.5. KEIMUNGSVERSUCHE

Die Friichtchen waren nach 6-9 Wochen ausgereift und zeigten eine gelbe
oder bridunliche Firbung. In diesem Zustand wurden sie geemntet und sodann
auf ihre vollstindige Ausbildung untersucht (Fingerdruck, Auftrieb in Was-
ser). Dabei wurden 6fters normal aussehende Friichtchen ohne Samen festge-
stellt; diese wurden bei der Auswertung der Experimente nicht mitgezihlt.
Die gepriiften Friichtchen wurden im Kiihlraum (+3°C) in luftdurchlissigen
Papiertiiten aufbewahrt. Im Sommer oder Herbst wurden sie auf Erde ausge-
sdt und mit einer wenige mm dicken Erdschicht zugedeckt. Zur Brechung der
Keimruhe wurden die ausgesiéten Friichtchen wihrend einiger Monate im
Freien iiberwintert. Die Keimung erfolgte im Friihling meist ein bis drei Wo-
chen nachdem die Aussaaten ins Gewichshaus gebracht wurden. Die Kei-
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mungsrate betrug im allgemeinen 50-100%.

Zur Beschleunigung der Keimung wurden an Friichtchen von R. aconiti-
folius, R. platanifolius und der tetraploiden Sippe von R. kuepferi erfolg-
los verschiedene Verfahren getestet. Dabei wurden die meist noch griinen
Friichtchen teils sofort nach der Ernte (gemiss Hess 1955; Versuche a, b,
b, ;» by), teils nach ein- bis mehrmonatiger Lagerung bei 3°C (alle Versuche
ausser b,) verwendet. Pro Versuch und Taxon wurden je 50-300 Friichtchen
auf ihre Keimfihigkeit getestet. Die Beobachtungszeit betrug mindestens drei
Monate.

I) Aussaat auf Erde
Die Aussaaten wurden wihrend der Beobachtungszeit im Gewéchshaus feucht
gehalten; bei den Versuchen bsund ¢ wurde je die Hilfte der Friichtchen wih-
rend 2 Wochen 4mal mit 0.05%iger Harnstofflosung gediingt.
a) ohne Vorbehandlung
b) Kiltevorbehandlungen

b,) Uberwintern im Freien wihrend 2 Monaten

b,) Vorbehandlung bei 2-3°C wihrend 3 Monaten

b, 1)
bei Dauerdunkel

0y,)
bei Dauerlicht
b;) nach 2wéchigem Stehenlassen im Gewichshaus Vorbehandlung bei
2-3°C wiithrend 6 Wochen
by ;) bei Dauerdunkel
b, ,) bei Dauerlicht
b,) nach 4monatigem Stehenlassen im Gewichshaus Vorbehandlung bei
2-3°C und Dauerdunkel wihrend 2 Monaten
bs) Einfrieren in feuchtem Zustand bei -7°C
by ;) wihrend 2 Wochen
bs,) wihrend 5 Wochen,; alle 2 Tage fiir 5 Stunden auftauen lassen
¢) Beschidigung der Friichtchenschale kombiniert mit Uberwintern im Frei-
en wihrend 2 Monaten
c,) Aufrauhen der Friichtchenschale mit Sandpapier
¢,) Quetschen der Friichtchenschale
c3) Behandlung mit H,SO, conc. wihrend 10 Minuten und anschliessendes
Spiilen in Wasser
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IT) Inkubation in Petrischalen
Die auf Filterpapier feucht gehaltenen Friichtchen wurden je zur Hilfte bei
Zimmertemperatur (15 Stunden Licht, 9 Stunden Dunkel) und in der Klima-
kammer (Bedingungen nach Fossati [1980]: Temperatur bei Tag ca. 20°C,
bei Nacht ca. 10°C; Luftfeuchtigkeit 80%; Licht 16 Stunden) inkubiert.
d) ohne Vorbehandlung
e) Kiltevorbehandlungen
e;) Vorbehandlung in feuchtem Zustand bei 2-3°C
€;,) wihrend 4 Wochen
e,,) wihrend 8 Wochen
€,3) wihrend 12 Wochen
e,) Einfrieren der Friichtchen in feuchtem Zustand bei -18°C
€,,) wihrend 4 Wochen
€,,) wihrend 8 Wochen
€,3) wihrend 12 Wochen

e;) Inkubation bei Dauerdunkel und abruptem Temperaturwechsel:
6 Stunden bei 2-3°C, 18 Stunden bei 23°C

f) mechanische Beschiddigung der Friichtchenschale in Quarzsand mit einer
Schiittelmaschine (Typ LSR, Kiihner AG, Basel)
h;) wihrend 3 Tagen
h,) wihrend 7 Tagen
h,;) wihrend 14 Tagen

g) Vorbehandlung mit 5:1073 molarer Gibberellinsiure wihrend 6 Tagen
(nach FossaTi 1980)

h) Kombination von mechanischer Beschiddigung in Quarzsand mit einer
Schiittelmaschine wihrend 14 Tagen und Behandlung mit 5-1073 molarer
Gibberellinsdure wihrend 6 Tagen

In all diesen Versuchen konnte innerhalb von 3 Monaten nur vereinzelt eine
Keimung beobachtet werden (Keimungsrate: 0-4%).

Hingegen keimten in den Gruppen des Ranunculus acer L. (Hess 1953) und
des R. polyanthemos L. (Hess 1955, BALTISBERGER 1980) etwa 80-90% der
Friichtchen ohne Vorbehandlung innerhalb 4-6 Wochen nach der Aussaat.
Fast so hohe Keimungsraten wurden zum Teil auch in der Gruppe des
R. alpestris L. erhalten (FossaTi 1980, MULLER und BALTISBERGER 1984). In
der Gruppe des R. montanus Willd. keimten in dieser Zeit ohne spezielle
Behandlung keine bis wenige Friichtchen (LANDOLT 1954, FossaTi 1980, WEI-
LENMANN 1981); durch kontinuierliche Gibberellinsdurebehandlung (vgl. ei-
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gene Versuche g und h) konnte die Keimung beschleunigt und auf Raten von
10-40% gesteigert werden (DICKENMANN 1982).

Charakterisierung der Nachkommen

Da von der Emte der Friichtchen bis zu ihrer Keimung nahezu ein Jahr ver-
geht und sich die Entwicklung vom Keimling bis zur bliihfahigen Pflanze
meist iiber mehrere Jahre erstreckt, kann in den wenigsten Fillen auf Merk-
male der Nachkommen eingegangen werden. Immerhin war bei einigen
Keimlingsgruppen schon die Form der ersten Blitter typisch. Nur bei Kreu-
zungen zwischen R. aconitifolius und R. platanifolius konnten die Chro-
mosomenzahl bereits festgestellt und Beobachtungen iiber die Fertilitit ge-
macht werden.
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