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Entwicklungserregung der Eizelle
bei pseudogamen Arten der Gattung Ranunculus!

Von A. Rutishauser, Schaff hausen

Einleitung. Die angiospermen Bliitenpflanzen unterscheiden sich von
allen iibrigen Organismen des Tier- und Pflanzenreiches dadurch, dalfl
bei ihnen eine doppelte Befruchtung notwendig ist, um die Ausbildung
eines normalen Embryo zu gewéhrleisten. Keimfihige Samen entstehen
nur dann, wenn Ei- und Zentralzelle befruchtet worden sind. Wihrend
die phylogenetische Entstehungsgeschichte dieser Erscheinung immer
noch im Dunkeln liegt, sind in den letzten Jahrzehnten, besonders durch
die Arbeiten von Miintzing (1933), Brink und Cooper (1947) u. a., Resul-
tate erzielt worden, die es uns gestatten, ihre physiologische Bedeutung
besser zu verstehen. Es liell sich zeigen, dall nicht nur dem Embryo,
sondern auch den anderen am Aufbau des Samens beteiligten Geweben,
vor allem dem Endosperm, bei der Samenentwicklung eine grofie Be-
deutung zukommt. Auch ein an sich normaler Embryo mul} seine Ent-
wicklung einstellen, wenn das harmonische Zusammenspiel zwischen
Endosperm und Samen- und Fruchtschale gestort ist.

Dagegen ist es begreiflicherweise nicht leicht, die Bedeutung zu er-
kennen, die den drei Geweben des Samens (Endosperm. Embryo und
sporogenes, miitterliches Gewebe) an der Gesamtentwicklung zukommt
und die richtige zeitliche Aufeinanderfolge der in ihnen ablaufenden
Wachstumsvorgiinge zu erfassen. Da bei sexuellen Bliitenpflanzen oft
sowohl die genetische Struktur des Embrvos, wie auch jene des Endo-
sperms durch die Befruchtung geiindert wird, hilt es oft schwer, die
primére Ursache tiir den normalen Verlauf oder den Zusammenbruch
der Samenentwicklung zu erkennen.

Bei den pseudogamen Pflanzen liegen die Verhiltnisse etwas ein-
facher. Wie in einer fritheren Arbeit (Rutishauser 1954) fiir Ranunculus
auricomus L. dargetan worden ist, wird im Anschlull an die Bestiaubung
nur die Initialzelle des Endosperms befruchtet, die Eizelle dagegen nicht.
Da ferner bei der Entstehung des Embryosacks keine Meiose stattfindet,

! Arbeit aus dem Institut fiir allgemeine Botanik der Universitiit Ziirich,
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sind und bleiben alle Eizellen derselben Pflanze unter sich und auch mit
dem sporogenen Gewehe genetisch identisch. Durch die Befruchtung
wird also nur die genetische Struktur des Endosperms verfindert. Treten
daher nach Bestiiubung mit Pollen von verschiedenen Rassen oder Arten
Differenzen in bezug auf den Samenansatz auf, so stellen sie direkte Ant-
worten des Endosperms aut die verinderte genetische Struktur seiner
Kerne dar. Die pseudogamen Auricomi eignen sich daher ausgezeichnet
fiir die Untersuchung der Ursachen der Samensterilitit, soweit sie nicht
auf Wachstumshemmungen des Pollenschlauches zuriickgehen, und ver-
mogen damit Auskunft iiber die Rolle zu geben, die der Befruchtung der
Zentralzelle fiir die Entwicklung des Embrvos zukommt.

Die vorliegende Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Schweizerischen
Akademie der medizinischen Wissenschaft ausgefithrt: dem Senat dieser
Gesellschaft bin ich fiir die Ausrichtung ¢iner Subvention zu Dank ver-
pilichtet. Dank schulde ich auch Herrn K. Frank. Zirich, fir die Her-
stellung der Mikrophotographien.

I. Fertilitdtsuntersuchungen

Von sechs Arten und Rassen der Sammelart R. auricomus 1.. wurde
der Frucht- und Samenansatz nach Selbstbestiubung und nach Art-
und Rassenkreuzung bestimmt. Finf Arten, nimlich R. puberulus, argo-
viensis, fragifer, laeteviridis und cessubicifolius, sind tetraploid und pseu-
dogam, eine Rasse von R. cassubicifolius ist diploid und sexuell. In allen
Yersuchen wuchs nur ein Teil der Fruchtknoten zu Friichten aus; der
Fruchtansatz variierte je nach der Art und je nach der Bestiaubungs-
kombination zwischen 0 und 61.3°,. Nach Form und Inhalt lassen sich
zwei Kategorien von Frichten unterscheiden: Die einen Friichte be-
sitzen eine feste, gut ausgebildete Fruchtwand und enthalten wohl-
entwickelte Samen. Die Fruchtschalen der anderen Fruchtkategorie
(Abb. 1) sind dagegen diinn, unvollstindig entwickelt, die Samen klein

Abb. 1. Fruchtstdande von R. fragifer, links selbstbestiiubt, rechts bestdubt mit Pollen
von R. cassubicifolius (2n - 16),
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und schuppenformig (taube Friichte). Die diploide Rasse von R. cassubi-
cifolius macht insofern eine Ausnahme, als die Samenschalen der tauben
Friichte oft ebensogut ausgebildet sind wie jene der samenhaltigen. Bei
diesen Versuchspflanzen konnen daher die beiden Fruchtkategorien
nicht immer voneinander unterschieden werden. Keimungsversuche ha-
ben gezeigt, dall vermutlich alle in Tab. 1 als gut bezeichneten Friichte
der kreuzbestiubten Bliten von R. cassubicifolius c¢bhenfalls taub sind.
Die Unterscheidung zwischen guten und tauben Friichten bezieht sich
dort nur auf das Aussehen der Fruchtschale.

Die absolute und relative Anzahl samenhaltiger und tauber Friichte
variiert betrdchtlich, je nach der Versuchspflanze. hingt aber in noch
hoherem Malle von der Bestdubungskombination ab. Die tetraploiden
pseudogamen Arten setzen. grob gesehen, nach Selbstung und nach Be-

Tabelle 1
Frucht- und Samenansatz von Ranunculus anricomus L.

| Zahl der ‘ Zahl der Ansalz
Samenpflanze Pollenpflanze Frucht | Friichte in %
Bliiten K == +
n':'ten‘ gute | tanbhe | gute | taube
PPuberulis Puberulus 17 631 139 I 212 | 21,2 | 32,4
| Argoviensis 7 284 55 18 194 | 16,9
| Grossidens 2 Td 18 13 | 24,3 17.6
: Cassubicifol. tetr. 13 484 T9 98 16,3 | 20,3
| Cassubieifol. dipl. 20 593 0 325 | 54,8
! Han. acer 8 Kein Ansate
| Ran. bulbosus 4 Kein Ansatz '
- Caltha palustris 1 Kein Ansatz
Trollins europacus ] Kein Ansatz
Argoviensis Argoviensis i 4 88 22 9 | 250 | 10.2
| Puberulus | 6 160 4 3000 250 | 188
Cassubicifol. dipl. 5 115 0 41 | 0| 35,7
Fragifer Fragifer 13 949 120 263 | 12,6 | 27.7
i Puberulus 3 406 a7 75 ) 140 | 18,5
Argoviensis 7 288 105 | 115 | 17,9 | 19.6
Cassubieifol. dipl. 3 266 0 f 163 0| 61.3
Laeteviridis Laeteviridis 0 393 167 10 | 42,5 | 1o2
Puberulus 3 238 45 35 | 18,9 | 147
Argoviensis 3 96 28 15 | 29,2 | 15,6
Cassubicifolius tetr. | Cassubicifol. tetr. 6 192 75 | 38 | 39.1 | 30.2
Puberulus 1 30 7 6 | 23,3 | 20,0
Cassubicifol. dipl. 5 193 19 | 100 | 98 | 514
Cassubicifolius dipl, | Cassubicifol, dipl. 18 716 126 57 | 17.8 5.0
Puberulus 7 281 5l a6 | 18,1 | 34,2
| Argoviensis & 189 | 22 66 | 11,6 | 34.9




staubung mit Pollen von Arten gleichen Polyploidiegrades (4nx4n-
Kreuzungen) ungefihr gleich viel samenhaltige und taube Friichte an:
in 4nx2n-Kreuzungen dagegen werden ausschlieBlich taube Friichte
erzeugt, und zwar stets in einem Prozentsatz, der gleich oder héher ist
als der Gesamtprozentsatz guter und tauber Friichte der Selbstungen
und 4n<4n-Kreuzungen (Tab. 1). Eine Ausnahme von dieser Regel
bildet die tetraploide Rasse von R. cessubicifelius. Die Kreuzung
R. cassubicifolius (2n=32) » cassubicifolius (2n--16) ergab eine kleine
Anzahl samenhaltiger Friichte, die sich zum Teil als keimfiahig erwiesen
haben. Die Samenfertilitit ist aber doch gegeniiber der Selbstbestiubung
betrachtlich herabgesetzt (9.8%; gegeniiber 39,1%).

Die Ergebnisse der Fertilititsversuche, die mit der diploiden und
sexuellen Rasse von R. cassubicifolius ausgefiithrt wurden, sind weniger
klar ausgefallen. Der Samenansatz selbstbestiiubter Bliiten war im Ver-
hiltnis zu den tetraploiden Arten gering. Bedeutend héher stellte sich
der Gesamtfruchtansatz nach Kreuzung mit Pollen tetraploider Arten.
Die Angabe iiber die Frequenz samenhaltiger Friichte dieser Kreuzungs-
kombination ist aber nicht sicher. Die meisten Friichte wurden, da sie
zur Aussaat bestimmt waren, nur nach ihrem idufleren Aussehen ge-
wertet. Da nur ecin einziger Same der als gut bewerteten 66 ausgelegten
Friichte auskeimte, ist wahrscheinlich, dal} dic meisten, vielleicht sogar
alle Friichte dieser Kreuzungen taub waren. Wie weiter unten gezeigt
wird, machen auch die embryologischen Untersuchungen einen solchen
Schlull wahrscheinlich.

Um iiber den entwicklungserregenden Einflull von art- und gattungs-
fremden Pollen Aufschlull zu erhalten. wurden auch Kreuzungen mit
Bliitenstaub von R. acer. bulbosus, Caltha palustris und Trollius euro-
paeus durchgefithrt. Keiner der vier Versuche ergab ein positives Resul-
tat. Der Pollen der vier genannten Arten ist nicht fihig, die Samen-
und Fruchtentwicklung von R. auricomus L. anzuregen.

[1. Die Entwicklungsgeschichte des Samens
von R. auricomus L.

[. Die lmbryologie nicht bestiubter Fruchtknoten

Nach Haefliger (1943) enthalten Fruchtknoten unbestiubter und ka-
strierter Bliiten, die einen bis zehn Tage nach der Anthese fixiert worden
waren, weder Endosperm noch Embryvonen. Haefliger schlie3t daraus
auf vollstindiges Fehlen der autonomen Entwicklungsfihigkeit der Ei-
zellen pseudogamer Auricomi. In meinen eigenen Versuchen wurde die
Zeit fiir die Fixierung auf 11-23 Tage nach der Anthese ausgedehnt. Die
Resultate dieser Versuchsserien (Tab. 2) stimmen mit Haefligers An-
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Abb. 2. Langsschnitte durch Samenanlagen micht bestiubter Bliiten. — a) R. pu-
perulus, Samenanlage ohne ES, -~ b) R, distentus, 19 Tage nach der Anthese. -
¢) R. pseudobiformis, 11 Tage nach der Anthese. (Vergr. 1:180).

gaben iiberein. In 98 Samenanlagen von fiinf verschiedenen pseudogamen
Auricomi wurden Embrvosiicke getunden. deren Eizellen und Zentral-
zellen noch ungeteilt geblieben waren (Abb. 2b, ¢). Nur eine einzige
Samenanlage enthielt Endosperm und einen wenigzelligen Embryo.
Beide Gewebe waren abnorm, das Endosperm war zellig statt nucleir
und der Embryo unregelmillig. Vermutlich handelt es sich hier um ein
Beispiel autonomer Embryo- und Endospermentwicklung, das etwas mit
den von Hdkansson (1951) bei Allium nutans beobachteten Fillen par-
thenogenetischer Embryoentwicklung verglichen werden kann.

In Ubereinstimmung mit frither publizierten Frgebnissen iiber die
Embryologie bestaubungsreifer Samenanlagen (Rutishauser 1954) hat
auch die Untersuchung kastrierter Bliiten gezeigt. dal} ein grofler Teil

Tabelle 2
Embryologie unbestiiubter Fruchtknoten von R, auricomus L,

Samen- ESin i tertip entwiskelt
Alter der | Anzahl ; EMZ | FSal ES |
= : nnl:‘lgen Ent- |oabnorm| 1LD norma
Versuchs- Samen- | Samen- dege-| ., |—- |
pllanze anlage | anlagen tleg::te- :1eriertl Tlllf}_ r|1|1]|t whne am ‘,-b‘,'“ {::LT:H
— i' & zelle iiaelle tealzelle | Endosperm
Puberulus 19-21 26 l 12 | 1 0 | I 11 0
Puberulus 23 50 |38 | 0 0 1 | 2 l 9 0
Distentus 19 28 0 ! 0 3 2 19 0
Pseudobi- ’ |
formis 11 43 21 | 1 1 0 2 11 1
Fragifer 15 61 2 | 1 3 O 1 18 ]
Total 21 | 73 19 | 4 || s | oo | 1




aller Samenanlagen (im Mittel 469,) degeneriert ist oder daf} sie de-
generierte EMZ (Abb. 2a) oder teratologische S enthalten. Die Frucht-
knotenwand aller untersuchten Gynaeceen war stets unverindert.

2. Die Embryologie bestidubter Fruchthnoten
a) Tt_:tralﬁuid(: pseudogame Arten
Die Entwicklung des Endosperms und des Embryos tetraploider
pseudogamer Auricomi wurde an 8-16 Tage alten Samen untersacht.
Die Fixierungen erfolgten meist in zweitiigigen Intervallen.

aa) Die Entwicklung selbstbestiubter Samen

Das Endosperm von 8 Tage alten Samen der Yersuchsart R. puberulus
ist meist einschichtigund nuelear(Taf. I, Fig. 1 und 4). Das Nuzellusgewebe
ist vom auswachsenden Endosperm zum gifiten Teil zusammenge-
driickt und aufgelést worden. Uberall dort. wo junge Endosperme im
Teilungsstadium fixiert worden waren. liegen die Kernspindeln parallel
zur Oberfliche, Kurz darauf entstehen Querwiinde zwischen den ein-
zelnen Kernen, das Endosperm ist cellulir geworden (Taf. 111, Fig. 2).
Die Spindeln der darauffolgenden Kernteilungen stehen jetzt ausnahms-
los senkrecht zur Oberfliche des Endosperms. Auf diese Weise wird das
Nihrgewebe zweischichtig (Tafel ITI, Fig, 3, Tafel II, Fig. 4). Da die
Spindeln der weiteren Mitosen von nun an die gleiche Lage beibehalten,
steigt die Zahl der Gewebeschichten mehr und mehr, bis schliellich der
zentrale Hohlraum vollstandig ausgefallt ist (Taf. ITI, Fig. 1). Die Ent-
wicklung des massiven Endosperms beansprucht ca. 14 bis 16 Tage und
wird von den jungen Samen verschieden rasch durchlaufen.

Die Entwicklung des Embryos beginnt erst sehr spit. 8 Tage nach der
Bestiubung sind die meisten Eizellen noch ungeteilt (Tafel I. Fig. 1). Auch
nachher laufen die Zellteilungen sehr langsam ab. 12 Tage alte Samen
von R. puberulus und argoviensis enthielten zum Teil Eizellen, zum Teil
zwei- bis fiinfzellige Embrvonen (Taf. II, Fig. 4). in 14-16 Tage alten
Samen bestehen die Embrvonen aus maximal 20 Zellen (Taf. I. Fig. 2
und 3).

Die Fruchtschale der fertilen Frichte entwickelt sich rascher als der
Same, so dal} zwischen ithnen anfinglich ein grofler, lufterfiillter Raum
vorhanden ist (Taf. I, Fig. 4). Tieser Raum wird erst sehr spiit ausge-
fallt. Die I'ruchtschale selbst ist aus zehn Zellschichten aufgebaut: zu-
dullerst liegt die einschichtige Epidermis, darauf folgt ein bei jungen
Friichten chlorophvyllhaltiges Mesoderm. Die innersten Schichten be-
stehen aus Zellen. deren Wiinde stark verdickt sind und deren Lings-
achse zum Teil parallel. zum Teil (innerste Schicht) senkrecht zur Langs-
achse der Frucht orientiert sind (Taf. III, Fig. 1).
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Tafel 1
T'ig. 1: R. puberulus sclbstbestiinbt, Same 8 Tage alt. Fizelle und nueleires Endosperm.

Vergr. 1: 250. — Fig. 2 und 3: K. puberulus selbstbestinbt. Embryonen und massives

Endosperm. Same 16 Tage alt. Vergr. 1: 360, — Fig. 4: R. puberulus selbstbestiubt.

Lingsschnitt durch Frucht und 5ame (8 Tage alt). Vergr, 1: 30. - Fig, 5 und 6: R. pu-

berulus > ecassubicifolinus (2n=32), Fmbryonen und Endosperm 12 Tage alter Samen
Vergr. 1: 240,

bb) Die Entwicklung kreuzhestiubter Samen

dn X 4n-Kreuzungen. Die Samen und Friichte der Kreuzung R. pu-
berulus X cassubicifolius (2n==32} entwickeln sich gleich wie jene der
selbstbestiubten Blitten (Taf. I, Fig. 5, 6). Ahnlich diirften sich auch die
Samen und Friichte der Obrigen 4n<4n-Kreuzungen verhalten. Alle
diese Kreuzungskombinationen ergaben ungefihr gleich viele samen-
haltige Friichte.

Zu ganz anderen Resultaten fithrte die Kreuzung R. argoviensisx
cassubicifolius (2n--32). Zuniichst entwickelten sich zwar auch die Samen
dieser Kreuzungskombination ganz normal (Tab. 3). Schon am 10. Tag
aber treten im Chalazagewebe, direkt unter den Antipoden, degenerierte,

34 Bull. schweiz, Akad. med. Wiss. 1954 497
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Tafel I1
Fie. 1-3: R. puberulus = cassubicifolius (Zn=-160). - Fig. 1: Lingsschnitt durch 8 Tage
alten Samen. Endosperm nueleir, Fizelle ungeteilt. Vergr, 1: 90, - Fig. 2: Lingsschnitt
durch 12 Tage alten Samen. Endosperm celluliir, mehrschichtig, Vergr. 1: 55, - Fig, 3:
Lingsschnitt durch Frucht und degenerierten Samen (12 Tage alt), Vergr, 1:36, -
IYig. 4: R. argorviensis, zelbsthestiiubt, Mikropvlares Ende eines 12 Tage alten Samens
mit zweizelligem Embrvo und zellizem, zweischichtigem Endosperm, Vergr, 1: 240,
~ Iig. 5: R, argoviensis » cassubicifolius (2n- 16). Liingsschnitt durch 8 Tage alten
Samen. Yergr. 1: 100, — Fig, 6: R. argoviensis > cassubicifolius (2n--32). Liingsschnitt
durch 12 Tage alten Samen. Antipoden und Chalaza degeneriert. Vergr. 1: 80,

mit Himatoxylin Heidenhain schwarz gefiirbte Zellen auf, die schlie3-
lich eine zusammenhéngende Schicht bilden und die das Endosperm vom
Leitbiindel und damit vom Nahrungsstrom abschuneiden (Taf. 11, Fig, 6).
Kurz darauf degeneriercn zuerst die Antipoden und schlicBlich, von der
Chalaza her beginnend, auch das Endosperm. 12--14 Tage nach der Be-
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stiubung enthalten die meisten Friichte nur kollabierte Samen, deren
Inhalt nicht mehr analysiert werden kann. Embryonen liellen sich nur
zweimal nachweisen, je ein zweizelliger in cinem 10 und in einem 12 Tage
alten Samen.

dnx 2n-Kreuzungen. Es wurden zwel Versuchsserien vom Typus
4n % 2n untersucht. Die Samen beider Kreuzungskombinationen, R. pu-
berulus (2n==32) x cassubicifolius (Zn=16) und R. argoviensis (Zn==32)
X cassubicifolius (2n=16), weisen ungefihr den gleichen Entwicklungs-
ablauf auf. 8 Tage nach der Bestdaubung sind sowohl Endosperm als auch
Eizelle durchans normal entwickelt. Auffillig ist aber, dali die Endo-
sperme meist kleiner sind als in den Kontrollen (Taf. II, Fig. 1 und 5).
Das Nuzellusgewebe bleibt daher zuniichst noch znr Hilfte erhalten.
Dennoch wird das Wachstum des Endosperms vom Nuzellus nicht be-
eintrichtigt. In keinem Falle liell sich nachweisen, dal} die Zellen der
chalazalen Nuzellusregion stirker auswachsen oder dal sie gar, wie
Cooper und Brink (1940) fiir Samen inkompatibiler Kreuzungen von
Nicotiana rustica nachgewiesen haben, meristematisch werden. Im Ge-
genteil, in den meisten Samen hilt spater das Wachstum des Endosperms
unter Auflisung des Nuzellusgewebes an und erreicht oft das gleiche Aus-
mal} wie in den Samen der Kontrollen.

Obwohl nun aber vom Chalazagewebe aus kein anatomisch nachweis-
barer entwicklungshemmender Einflull ausgeht, beginnt zwischen dem
8. und 10. Tagé nach der Bestiubung die Degeneration des Endosperms.
In viclen Fillen treten erste Anzeichen dafiir in der Chalazaregion auf,
manchmal auch an anderen Stellen, z. B. in der Umgebung der Eizellen.
Im Anschluf an diese Degenerationserscheinungen fallen die Samen zu-
sammen, und ihr Inhalt ist dann meist schwarz gefiarbt (Taf. 11, Fig. 3).
Die Zahl solcher kollabierter Samen erreicht 14 Tage nach der Bestiu-
bung ca. 909,. Parallel mit der Degeneration des Endosperms geht auch
ein Zerfall der Antipoden und der Eizellen einher. Embryonen konnten bei
den Samen der Kreuzung R. puberulus X cassubicifolius nur dreimal, bei
den Samen der Kreuzung R. argoviensis % cassubicifolius nur zweimal
beobachtet werden (Tab. 3). Sie waren jeweils zweizellig. Kein einziger
dlterer Same der Kreuzungskombinationen 4n x 2n war normal ent-
wickelt. Auch die Fruchtknotenwiinde wachsen in der Regel nur wenig
aus. Sie bleiben stets diinn und durchsichtig und entwickeln nie eine

sklerenchymatische Schicht (Taf. II. Fig. 3).

b) Diploide sexuelle Arten

Die Samenentwicklung sclbstbestaubter Bliiten der dipleiden sexuel-
len Art R. cassubicifolius weicht in einem Punkte wesentlich von der
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Tabelle 3

Fndosperm- und Embryoentwicklung bestiiubter Bliiten von R. auricomus L.

- . j I E:;;fi‘;;‘;fl Samen mit Endosperm
Bestiubungs- £ | @ s -
kombination k= El = '_5 ?‘,ﬂhl der E !'.Illlt!:l[lt'.l'tI‘l c-.?lluiiir -_-E _ﬂz
| E - Zellen i —Ei Zahl der Schichten | 2 8
= x| = = = = = =
S T|E T A % e-5]6-10 =101 1 | 2 | o | massiv 5 =
T ST N s I - .
Puberulus 25 8 16 1 - 23 | g = = =
4 22 12 3 12 - 2 10 1o - .
Puberalus 15 14 1 4 - . fr 7
20 16 - 5 1 - | {3 12 2
Puberulus 12 | 10 4 1] 1 - 1 I 3 2 = -
7 s | 12 2 g 2 T = 2 1 15 -
Cassubicifolius 14 | 14 o e 6 | - i | | | 1 10 2
(2n-—132) ! | - |
! [
Puberalus 32 | 8 . 27 | 1 — - 31 1 - - -
X g |10 6] 1| | |15 3| = | - | 10
Cassubicifolius 29 12 ] 1 : 1 = l 1 2 1 24
(Zn 10) 27 13 3 | I = 5 - 2 - 1 18
31 14 e - 2 - L = 28
Argoviensis 20 | 12 1 (10 1 = T} A 5 1 - -
*
Argoviensis |
Argoviensis 14 b 7 I + 61 f 1 =
* e foam |oa | Al = = 8| l - 1
Cassubicilolius 15 12 — 11 - - f | 2 12
(2n—232) 8 11 2l = - | = - 8
Argoviensis 13 8 ‘l 9 - = 11 | 2 - o -
b T100 7 ] = - 6 | - . = 1 w
Cassubucifolius 14 12| o 1 - 1 1 9 2
(Zn=16) 15 14 i - - - - E 1 3 11
T 16 - - - 1 - 6
Cassubicifolius 13 3 - 9 2 13 - - =
(2n=16) = 5 10 - a3 - 3 4 = =
Cassubicifolius 2 12 - - 2 == = 1 1 -
(Zn=16)
Cassubicifolius 17 8 3 | 14 - — 17 - =
(2n . 16) = 17 10 — | 13 2 - 17 - s
Puberilus 29 12 — | 14 T 3 26 1 = - - 3
30 13 3 3 - | 22t . 1 - 7
17 | 14 2! 3 i 1.-|.2i | = 2
17 |16 | — | L[| 1| 5 | 11% - | 6
| | 'i

L davon 16 Endosperme mit Kernhaulen

2 davon

9 Endosperme mit Kernhaulen

* davon 7 Endosperme mit Kernhaufen
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samenentwicklung selbstbestdubter tetraploider Auricomi ab. Die Ei-
zellen sind schon am 8. Tage nach der Bestaubung ausnahmslos zu zwel-
his zehnzelligen Embryonen ausgewachsen (Taf. 111, I'ig. 7). Das Endo-
sperm ist dann noch nucledr und einschichtig (Tab. 3).

Die Samen der Kreuzungskombination R. cassubicifolius (2n=16)
< puberulus (2n=32) verhalten sich zunichst gleich wie die Kontrollen.
Die Endosperme 8 Tage alter Samen sind nucledr und einschichtig, die
Eizellen grofitenteils zu Embryonen umgewandelt (Taf. III, Fig. 4).
Auch gegeniiber [0tiigigen Samen der Kontrollen ergeben sich noch
keine wesentlichen Unterschiede. Betridchtliche Differenzen treten aber
am 12. Tage auf: Die Endosperme aller 26 analysierten Samen sind
nucleiir, kein einziger hat das cellulire Stadium erreicht. Dieser Zustand
halt auch weiterhin an. Yon 44 zum Teil sehr groflen Endospermen der
Altersstufen von 13-16 Tagen waren nur zwei celluldr, alle iibrigen
nucleiir. Das hybride Endosperm vermag also offenbar die celluliire Iint-
wicklungsstufe nur selten zu erreichen. Gleichzeitig mit diesem Ent-
wicklungsstop treten auch andere Anomalien auf. Wihrend die Kerne
des normalen nucledren Endosperms regelmiifig iiber dessen diinne
Plasmaschicht verteilt sind, treten bei dlteren Endospermen der 2n % 4n-
Kreuzungen sehr hiufig ausgedehnte, unregelmiillige Kernhaufen auf,
in welchen die Kerne dicht gepackt sowohl neben- wie auch hinterein-
ander liegen (Taf. ITI, Fig. 5 und 6). Der Ablauf der Mitosen in solchen
Endospermen ist meist gestiort, indem Briicken und hantelférmige Kerne
auftreten, die auf spontane Chromosomenbriiche hinweigen. Altere Endo-
sperme enthalten ausnahmslos Riesenkerne.

(Obwohl sich die Endosperme stets unregelmillig entwickeln, geht die
Entwicklung der Embryonen doch weiter. Viele Embryonen 16 Tage
alter Samen sind aus zehn bis zwanzig Zellen aufgebaat (Taf. I11, Fig. 8
und 9). Die Anordnung und der Bau der Zellen lassen aber erkennen,
daf} auch ihr Wachstum gestort ist.

Die Fruchtwand der 2n<4n-Kreuzungen beteiligt sich auffilliger-

Fig, 1: R, puaberulus, selbsthestiiubt. Lingsschnitt durch 12 Tage alte Frucht. Same
mit massivemn Endosperm und 2 Embryonen. Yergr. 1: 30, - Fig. 2: R. puberulus <
cassubicifolinus (Zn==16}. Same 8§ Tuge alt. Tizelle degenerierend und celluliires ein-
schichtiges Endosperm. Vergr. 1: 360. — Fig. 3: R. puberulus, selbstbestiiubt. Lings-
schnitt durch 10 Tage alten Samen. Endosperm zweischichtie, cellulir. Vergr. 1: 30. -
Fig, 4-6: R. cassubicifolivs (2u=10) » pubervlus. — Fig. 4: Lingsschnitt durch 8 Tage
alten Samen. Endosperm nucletic, Embryo mehrzellig, Vergr. 1:60. — Fig. 5: Teil
cines 16 Tage alten Endeosperms mit Kernhaufen. Vergr. 1: 240, - Fig, 6: Endo-
sperm, 16 Tage alt, mit groBen Vakuolen und Kernhaufen. Vergr, 1: 355, - g 7.:
R. cassubicifolius, (Zn=16) selbsthestinbt, Embryo eines 8 Tage alten Samens, Yergr,
1: 300, - Fig. & und 9: R. cassubicifolivs (2n--16) % puberulus. Embryonen 12 und 16
Tage alter Samen. Vergr. 1: 240,
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weise an den Degenerationserscheinungen nicht. Sie ist meist ebensogut
ausgebildet wie bei den Kontrollen.

16 Tage nach der Bestiiubung enthalten dic meisten I'riichte der
2n X 4dn-Kreuzungen Samen von normaler Gréfle. Sie weisen aber stets
cinen grollen von Endosperm umgebenen Hohlraum auf; seltener sind
sie zusammengedriickt und liegen dann als schmale Schuppen der Innen-
wand der Friichte an.

I1I. Besprechung der Ergebnisse
L. Entwicklungserregung der Lizelle

Die Eizellen pseundogamer Auricomi entwickeln sich nur unter der
Voraussctzung, dafl zuvor eine Bestiubung der Bliiten stattgefunden
hat. Sie sind also nicht autonom entwicklungsfihig. In diesem Punkte
unterscheiden sich die pseudogamen Auricomi wesentlich von anderen
Pseudogamen. wie Potentilla (Gentscheff und Gustafsson 1940, Rutishauser
1943), Poa pratensis und alpina (Akerberg 1942, H.ikansson 1943) und
Parthenium (Eseu 1940), wo parthenogenetische, von Bestiubung un-
abhingige Embryoentwicklung mehrfach nachgewiesen werden konnte.

Auf welche Weise die Entwicklungserregung der Eizellen bei pseudo-
gamen Pflanzen mit induziertem Embryowachstum erfolgt, konnte bis-
her noch nicht mit Sicherheit festgestellt werden. Da bei den meisten
Arten der Gattung Ranuneulus beide Spermakerne mit den Polkernen
verschmelzen (doppelte Befruchtung der Zentralzelle, vgl. Rutishauser
1954). kommt Semigamie ( Battaglia 1945) oder ein anderer direkter Ein-
flul des Spermakernes nicht in Frage. Dagegen bestehen gute Griinde
dafiir, daff dem Endosperm bei der Ingangsetzung der Samen- und Embryo-
entwicklung eine entscheidende Bedeutung zukommt. Kreuzungsversuche
zwischen tetraploiden Auricomi einerseits, sowie tetra- und diploiden
Sippen der gleichen Art anderseits, haben gezeigt, daB3 die normale Aus-
bildung von Embryonen wesentlich vom Vorhandensein und Entwick-
lungszustand des Endosperms abhingt. Samen selbstbestiubter Bliiten
und solche aus Kreuzungen der Kombination 4n<4n sind wenigstens
zam Teil keimfdhig (ausgenommen allerdings eine Rasse von R. argo-
viensis, wo aber besondere Verhiltnisse vorliegen). Sie enthalten alle
normales Endosperm. Die Friichte und Samen der Kreuzungskombina-
tion 4n X 2n sind dagegen stets unvollstindig entwickelt. Thr Endosperm
wiichst langsamer und degeneriert ausnahmslos; die Eizellen der meisten
Samen teilen sich nicht. Es ist daher wahrscheinlich, dal} die Entwick-
lungserregung der Eizellen pseudogamer Auricomi und die Entwicklungs-
regulation ihrer Fmbryonen vom auswachsenden Fndosperm ausgeht.
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Ob auch der Samen- und Fruchtschale bei der Ingangsetzung der
Embryoentwicklung eine Bedeutung zukommt, la3t sich nicht mit Sicher-
heit feststellen. Fagerlinds Hyvpothese, wonach bei R. auricomus und
Rudbeckia laciniata der entscheidende Anstoll zur Entwicklung des
Embryvo vom Fruchtblattgewebe ausgehe. 1@t sich aber kaum aufrecht-
erhalten. Die Fruchtschale 1st nur bei den Samen der 4n » 2n-Kreuzun-
gen unvollstandig ausgebildet. Die Fruchtwand der ebenfalls inkompati-
bilen 2n < 4n-Kreuzungen ist durchaus normal entwickelt.

Die Entwicklung von Embryonen bei den Samen der Kreuzungs-
kombination 2n < 4n. alse der Kreuzung zwischen sexucllen und pseudo-
gamen Arten der Gattung Ranunculus. wird vermutlich nicht vom Endo-
sperm ausgeldst, sondern diirfte durch die Befruchtung der Eizellen ge-
geben sein. Dagegen deutet die Degeneration des Embryos in diesen
Samen darauf hin, dall auch die Entwicklung befruchteter imbryonen

vom lindosperm beecinflulit wird.

2. Entwicklungserregung und Degeneration des Endosperms

Es ist friher ( Rutishauser 1954) gezeigt worden, dall das Endosperm
aller apomiktischen Auricomi in der Regel befruchtet ist. Yon Bestiu-
bung unabhangige Entwicklung der Zentralzelle kommt zwar vor, ist
aber recht selten. Es ist zudem unwahrscheinlich, dal) sich solche Endo-
sperme auch normal entwickeln.

Obwohl nun aber die Verschmelzung von einem oder zwei Sperma-
kernen mit den beiden Polkernen die Zentralzelle zur Entwicklung an-
regt, ist damit doch die Ausbildung eines funktionsfihigen Endosperms
noch nicht gewahrleistet. In allen Samen der Kreuzungskombinationen
2n < 4n und 4n ¢ 2Zn begann es schon kurze Zeit nach der Bestiubung zu
degenerieren. Wohlausgebildete, keimfibige Samen entstanden in keiner
der beiden Kreuzungsserien.

Uber die Ursachen der Endospermdegeneration ist schon viel disku-
tiert worden. Brink und Cooper (1947) machen dafiir die verziogerte Ent-
wicklungsgeschwindigkeit des Nihrgewebes verantwortlich und eine da-
mit in Zusammenhang stehende Storung des Gleichgewichts der am Auf-
bau des Samens beteiligten Gewebe (somatoplastie theory). In selbst-
bestiubten Bliten von Medicago sativa { Brink und Cooper 1940) ebenso

-

wie in Samen der Kreuzung Nicotiane rustica ~ glutinosa (Cooper und
Brink 1940) wiichst das Endosperm langsamer aus als in Samen kom-
patibiler Kreuzungen; das sporogene Gewebe des Nuzellus wird darauf
meristematisch, es dehnt sich auf Kosten des Endosperms aus und

schneidet es schlieBlich vom Nahrungsstrom ab. Als Folge dieser Gleich-
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gewichtsstorung tritt Degeneration des Endosperms und spiter De-
generation des Embryos ein.

Zu einem etwas abweichenden Ergebnis gelangten Satina, Rappaport
und Blakeslee (1950) auf Grund von Kreuzungsversuchen zwischen tetra-
ploiden und diploiden Rassen von Datura stramonium. In 4n 3 2n-
Kreuzungen entstehen aus den inneren Schichten der Samenschale
(Endothelium) Tumore. Sie geben eine milchige oder kiisige Flissigkeit
ab, welche die Fihigkeit hat, sowohl Endosperm als auch Embryvo auf-
zulosen. Injektionen mit dieser Substanz in gesunde Samen haben die-
selbe Wirkung. Die Degeneration dez Endosperms beruht also in den
Versuchen von Rappapoert u. Mitarb. (1950) nicht auf einem Unterbruch
des Nahrungsstromes, sondern ist cher einer Stérung des Stoffwechsels
der Samen zuzuschreiben.

Miintsing (1933) schlieBlich hat die Ansicht vertreten, dal} die Samen-
sterilitiit von Kreuzungen zwischen Eltern mit verschiedenen somati-
schen Chromosomenzahlen auf jﬂnderungen des normalen Verhiiltnisses
zwischen den Chromosomenzahlen der drei Gewebe beruhen kinnte, die
am Aufbau des Samens beteiligt sind, nédmlich dem sporogenen Gewebe,
dem Endosperm und dem Embryo. Das normale Zahlenverhiiltnis ist
bei den meisten sexuellen Bliutenpflanzen 2: 3: 2, in 4n < 2n-Kreuzun-
gen ist es 4:5: 3, in 2n<4n-Kreuzungen 2: 4 : 3. Da Anderungen des
Polyploidicgrades eines Gewebes auch Anderungen im physiologischen
Verhalten hervorrufen kénnen, wird angenommen, daf} die Samensterili-
tit, welche nach Kreuzungen zwischen Eltern mit verschiedenen Poly-
ploidiegraden hiiufig auftreten, auf Abweichungen vom Zahlenverhiltnis
2:3:2 zuriickgeht.

Die mit sexuellen und pseudogamen Auricomi erhaltenen Versuchs-
resultate lassen sich nur zum Teil auf Grund der oben genannten Ergeb-
nisse und Auffassungen erkliren. Die Endosperme der Kreuzungen 4n <
2n und 2n:<4n wuchsen zwar ebenfalls langsamer aus als in den Samen
selbstbestéiubter Bliiten. Dennoch treten aber in keinem der analysierten
Samen Zellwucherungen auf. Nur in den jungen Samen einer einzigen
Kreuzung, nimlich von R. argoviensis < cassubicifolius (2n--32). lassen
sich im Gewebe der Chalaza ausgedehnte Degenerationserscheinungen
beobachten. Sie umfassen gewihnlich die gesamte Basis des Nuzellus
und gehen stets der Degeneration des Embryvos voraus. Da die Pflanze,
bei welcher dieses Verhalten gefunden wurde, auch nach Selbstbestiu-
bung nur selten Samen ansetzt, halte ich es fur wahrscheinlich, dalB} in
diesem speziellen Falle eine vermutlich genetisch bedingte Stérung des
Chalazawachstums vorliegt.

In allen ibrigen Kreuzungen konnten keine derartigen Erscheinungen
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beobachtet werden. Das Chalazagewebe wird weder aktiv und meriste-
matisch, noch zeigen sich Wachstumsvorginge, die zur Bildung wvon
Tumoren fithren. In der Regel wird der Nuzellus bis auf geringe Spuren
vom auswachsenden Endosperm aufgeliost. Es scheint mir daher wahr-
scheinlich, dal} der Zusammenbruch der Samenentwicklung vom Endo-
sperm selbst. eventuell sogar von ihm allein ausgeht. Das wird besonders
deutlich bei den Samen der Kreuzung 2n < 4n. Wie oben gezeigt worden
ist, treten in allen Endospermen dieser Kreuzung Riesenkerne auf. In
den Endospermen der selbstbestiubten Bliten fehlen sie dagegen voll-
stindig. Dieser Befund zeigt, dal durch die Einfiihrung fremder Genome
in die Zentralzellen von R. cassubictfolins Storungen des Kernteilungs-
verlaufes induziert werden, die einen derartigen Umfang annehmen
konnen, dall sie schlieBlich ein normales Wachstum des FEndosperm-
gewebes verunmaoglichen. Zur gleichen Auffassung ist auch Brocke (un-
publiziert) auf Grund von Kreuzungsversuchen mit Lilien und Hyazin-
then gelangt.

Fiir die hier vertretene :Lul'fhasﬁunga dall der Zusammenbruch der
Samenentwicklung bei 4n < 2n- und 2n % 4n-Kreuzungen auf Storungen
des Endospermwachstums allein beruhen, spricht auch der Befund, dal}
keine deutlich feststellbare Beziehung zwischen Samenfertilitat einer-
seits und dem Verhiltnis zwischen den Chromosomenzahlen von sporo-
genem Gewcebe, Bndosperm und Embryo anderseits besteht. Umfang-
reiche Chromosomenzihlungen haben ergeben (vgl. Rutishauser 1954),
dal} die Endosperme der Auricomi in verschiedenen Krenzungskombina-
tionen die folgenden Polyploidiegrade aulweisen:

Tabelle 4

Chromosomenzahlen selbst- und kreuzbestiubter Endosperme von R. auricomus

i K i iiags Chromosomenzahlen der Iindosperme
planze kombination 94 29 40 | 48 ‘ 64 | 72 | 20 06
T LI L — - e n g v Se P EESEEINE, LA T . a ' - e e
Puberulus 4n < 4n 2 ' | - 5| 75
dn e 2n : - ! - I I E 17 -
Argoviensis dn i dn = = ow— oy 2 T 3
dn2n - - 2 | o 1 | 10 _

Wird 8 als die Basiszahl fur die Auricomi bezeichnet. so ist also zu
erwarten, dal} die meisten Samen von R. puberulus nach 4n><4n-Kreu-
zungen duodecaploide Endosperme enthalten (12n-=96), jene von R. ar-
goviensis vorwiegend decaploide (10n=80). In den Endospermen der
4n X 2n-Kreuzungen beider Arten herrscht dagegen iibereinstimmend die
decaploide Zahl vor.
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Aus Tab. 5 ist ersichtlich, dafi bei den apomiktischen Auricomi das
Genomverhiltnis von sporogenem Gewebe: Endosperm : Embryo nur
wenig schwankt. Iis erscheinen die Verhiltniszahlen 1 : 3: | und 1:2,5:1.
Dennoch bestehen zwischen den einzelnen Kombinationen in bezug auf
die Fertilitdt betrdchtliche Unterschiede. R. puberulus ist fertil {aller-
dings stets nur partiell) beim Genomverhéltnis 1:3:1, wird aber total
steril, wenn dieser Verhiltniswert auf 1:2,5:1 sinkt. R. argoviensis setzt
im letzteren Falle (4nx4n-Kreuzung) gut Samen an und wird beim
gleichen Verhiltniswert total steril, wenn mit Pollen der diploiden
sexuellen Rasse von R. cassubicifolius bestaubt wurde.

Tabelle 5
Fertilitiit and Polyploidie des Endosperms. — P,,=R. puberulus (2n--32}, A, —R. argo-
viensis (2n=132), C,=R. cassubicifolius (2n=32), C,;=R. cassubicifoliuz (Zn=16).

HMaufigste Polvoloidi Verhiiltnis | Sporogenes
Kren- Chromo- GYPIOIEET | Genom- | der Genome | Gewebe zu | Samen-
) A craid des : i R
zung [somenzahlim| =™ formel im FEndosperm | fertilitiit
5 . Endosperms - ) : .
FEndosperm Endosperm | zu Fmbryo
Pl 96 12n .. o i s | fertil
PG o6 12n P.C, 2] Fedad fertil
PG, 80 10n | L 4:1 F2Es steril
A, a0 10n A =z () Ei25E] fertil
Aslvn 80 10n AL, 4:1 et | steril

Der Ubergang vom 1:3:1-Verhiltnis zum 1:2.5:1-Verhiiltnis ist also
im einen Falle (4n < 2n-Kreuzungen) mit totaler Sterilitit verbunden,
im anderen (Selbstung von R. argoviensis) dagegen nicht. Es ist daher
nicht wahrscheinlich, dal bei den pseudogamen Auricomi dem Genom-
verhéltnis von sporogenem Gewebe: Endosperm : Embryo eine ent-
scheidende Bedsutung beim Ablauf der Samenentwicklung zukommit.

Die Ursachen, die zar Degeneration des Endosperms der 4nx 2n-
Kreuzungen fiihren, sind noch unbekannt. Da bei den pseudogamen
Auricomi im Anschlufl an die Bestiubung nur das Endosperm genetisch
verdndert wird, darf zwar angenommen werden, dal} die Unterschiede
im Entwicklungsablauf der Endosperme Reaktionen dieser Gewebe auf
Anderungen seiner genetischen Struktur darstellen. Entwicklungsstérun-
gen treten nur in hybriden Endospermen auf.

Auffilligerweise besteht aber keine deutliche Parallele zwischen Fer-
tilitiat und Genomformel der Endosperme. Die Samen der Kreuzung
R. puberulus X cassubicifolius (2n=32) sind ebensogut ausgebildet wie
jene der Selbstungen, die Samen der Kreuzung R. puberulus X cassubici-
folius (2n==16) dagegen nicht. Durch die Verbindung von zwei Cassu-
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bicifolius-Genomen mit den acht Puberulus-Genomen wird also die
Endospermentwicklung gestbrt; die Einfithrung von vier Cassubicifolius-
Genomen hat dagegen auf das Endospermwachstum keinen ungiinstigen
Einflul}.

Weder aus den quantitativen Bezichungen zwischen der Genomzahl
der drei am Aufbau des Samens beteiligten Gewebe, noch aus der quali-
tativen Zusammensetzung der Endospermkerne allein lassen sich klare
Beziehungen zur Fertilitdat ableiten. Es ist daher sehr wahrscheinlich,
dal} die Ursache fiir den Zusammenbruch der Endospermentwicklung in
Samen inkompatibiler Kreuzungen von H. euricomus komplexer Natur
ist. Dafiir spricht auch der Befund der embryologischen Untersuchungen:
dic Degeneration des Endosperms erfolgt bei den verschiedenen Kreu-
zungen nicht in gleicher Weise. Wie bei den Secaleversuchen von
Hikansson und Ellerstrém (1950) bestehen hinsichtlich des celluldren
Autbaus des hybriden Endosperms, im Verhalten ihrer Kerne und in
bezug auf den Zeitpunkt thres Zerfalls grofle Unterschiede.

In unseren Auricomusversuchen sind Kreuzungen zwischen verschie-
denen Arten oder wenigstens Kleinarten ausgefithrt worden, die sowohl
in ihrer genetischen Konstitution und Chromosomenzahl als auch in ihrer
Fortpflanzungsweise voneinander abweichen. Geédndert wurde in den
Samen dieser Kreuzungen die qualitative und die quantitative Zusam-
mensetzung der Endospermkerne. Beide Faktoren kinnten den Ablauf
der Endospermentwicklung beeinflulit hahen.

3. Der Samenansatz bei Ranunculus auricomus

Der Samenansatz von R, auricomus ist nie total. Er betragt im Maxi-
mum 61,3%, und sinkt je nach der Bestidubungskombination bis auf 0%,.
Als Ursachen fiir die Samensterilitit pseudogamer Arten von R, auri-
comus kommen nach meinen Kreuzungsversuchen und embryologischen
Untersuchungen mehrere Faktoren in Betracht. Sie greifen an drei ver-
schiedenen Orten, namlich am Gametophyten, am Endosperm und am
sporogenen Gewebe des Samens an und wirken sich in folgender Weise
auf die Entwicklung des Samens bzw. der Samenanlage aus:

1. Die EMZ degeneriert, ohne dal} eine apospore Embryosackinitiale
gebildet wird. Solche Samenanlagen enthalten keine Gametophyten und
entwickeln sich infolgedessen nicht weiter.

2. Die Entwicklung des weiblichen Gametophvten ist gestért. Es ent-
stehen teratologische ES, deren Eiapparate entweder abnorme Form oder
Lage aufweisen oder iiberhaupt fehlen.

3. Das sporogene Gewebe der Chalaza degeneriert und schneidet das
Endosperm und den Embryvo vom Nahrungsstrom ab. Ob die Qualitit
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des Pollens auf diese Form der Samensterilitit, die nur bei einer einzigen
Versuchspflanze gefunden wurde, einen Einflul} hat, 1a6t sich vorldufig
nicht bestimmen, ist aber deshalb nicht wahrscheinlich, weil auch die
Frichte selbst- und freibestiiubter Bliiten meist taub sind.

4. Das Iindosperm degeneriert und zieht die Degeneration des Embryos
nach sich. Wie oben ausfithrlich dargelegt wurde, hingt das Ausmal
dieser Entwicklungsstirung von der Bestiubungskombination ab. Sie
kann, da sie nur im Anschlul} an eine Befruchtung auftritt, mit der
zygotischen Sterilitit verglichen werden.

Die unter Punkt 1 und 2 aufgeziihlten Formen der Samensterilitiit
sind schon bei anderen Renunculusarten aufgefunden worden. Metcalfe
(1939) gibt an, dal} bei triploiden, viviparen Vertretern von R. ficaria
Samenanlagen vorkommen. die keinen oder nur einen unvollkommen
entwickelten kS enthalten, Daneben existieren noch andere Degenera-
tionserscheinungen, wie Zusammenbruch der Nuzellusentwicklung und
Ausfillung der ES-Héhle mit somatischem Gewebe. Sie sind ferner oft
begleitet von einer Tendenz zu unvollstiindiger Bliitenentwicklung und
kénnen daher wohl, wie besonders Gustafsson (1946) betont, als Beispiele
diplontischer Sterilitiit aufgefalit werden. Vermutlich gehort hierher
auch die unter Punkt 3 aufgefithrte Form der Samensterilitiit, Degene-
ration des Chalazagewebes mit nachfolgendem Zusammenbruch der
Endosperm- und Embryoentwicklung.

Zusammenfassung

1. Es wurde die Samenfertilitidt von 5 tetrapleiden, pseudogamen und
einer diploiden, sexuellen Art von R. auricomus s.l. untersucht. Alle
Selbstbestiubungen und 4n><4n-Kreuzbestdubungen waren fertil, die
4n 3 2n- und 2n }(4n-Kreuzungen erwiesen sich dagegen als inkompatibel.

2. In den Samenanlagen kastrierter und nicht bestiaubter Bliiten teil-
ten sich in der Regel weder die Eizelle noch die Zentralzelle.

3. In den Samen selbstbestaubter Bliiten von pseudogamen Arten
eilt die Endospermentwicklung der Entwicklung des Embryos voraus.
Dasselbe trifft fiir 4n < 4n-Kreuzungen zu und gilt auch fiir die sexuell
Diploiden, wo aber die Embrvoentwicklung frither einsetzt als bei den
Tetraploiden.

4. Die meisten Samen der 4n % 2n- und 2n ¥ 4n-Kreuzungen enthalten
Endosperm. In den 4n < 2n-Samen degeneriert das Endosperm im zellu-
laren Entwicklungsstadium, withrend in den 2n X 4n-Samen die Degene-
ration frither einsetzt. In den letzteren zeigen alle Endosperme Riesen-

kerne oder gestirte Mitosen.
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5. Die Eizellen der 4n X 2n-Samen teilen sich in der Regel nicht, son-
dern gehen gleichzeitig mit der Degeneration des Endosperms oder kurz
nachher zugrunde.

0. Fs wird geschlossen, dal die Eizellen der pseudogamen Arten von
R. auricomus nur dann Embryonen ausbilden, wenn normales, betruch-
tetes Endosperm entwickelt worden 1st. Fehlt das ndosperm oder ent-
wickelt es sich nicht normal, so ist die Eizelle nicht fihig, sich zu teilen.
Die Degeneration des Endospermes ist primire Ursache fiir die Sterilitiit
der 4n < 2n- und 2n4n-Kreuzungen.

Résumé

I. I’auteur a controlé la fertilité des graines de 5 tetraploides pseudo-
cames et d’une espéce diploide. sexuée de R. auricomus. Toutes les
auto-fécondations et les fécondations croisées 4n><dn ont &té fertiles,
les 4n > 2n et les 2n < 4n par contre ont été stériles.

2. Dans l'organe de reproduction des fleurs castrées et non fécondées,
on ne vit se former ni la cellule ceuf, ni la cellule centrale.

3. Dans la graine des fleurs autofécondées despéces pseudogames, le
développement de endosperme précéde le développement de U'embryon.
On retrouve le méme phénoméne dans les croisements 4n > 4n et pour les
diploides sexués, chez lesquels cependant le développement de ’'embryon
commenee avant celui des tetraploides.

4. La majorité des graines des croisements 4n < 2n et 2n<4n contient
un endosperme. Dans les graines des croisements 4n < 2n, 'endosperme
dégénere au stade du développement cellulaire, tandis que dans les
croisements 2nx 4n, la dégénérescence commence plus tor. Dans ce der-
nier cas. tous les endospermes montrent des noyaux gt‘runtr& ou des mitoses
anormales.

5. La cellule oeuf des graines 4n32n ne se divise pas en général,
mais dégénere de pair avee Uendosperme et disparait.

6. L’auteur conclut en soulignant que les cellules ocuf des souches
pseudogames de R. auricomus ne développent des embryons que lors-
qu’il s’est développé un endosperme normal. fécondé. Si Pendosperme
manque ou se développe d’une maniére nsuffisante, la cellule oeuf est
incapable de se diviser, La dégénérescence de 'endosperme est la cause
primordiale de la stérilité des eroisements 4n < 2n et 2n > 4n.

Riassunto
1. St esamind la fertilita dei semi di 5 tipi tetraploidi psewdogami e di
uno diploide sessuale di R. auricomus s. 1. Tutte le autoimpollinazioni
¢ le impollinazioni inerociate 4nx4n furono fertili, gli incroci 4nx2n
¢ 2n % 4n risultarono invece incompatibili.

a2l0



2. Nei semi di fiori castrati ¢ non fecondati non si divisero di regola né
la cellula nwovo ne la cellula centrale,

3. Nei semi di fiori pseudogami autofecondati lo sviluppo dell’embrione
¢ preceduto dalla formazione dell’endosperma. La stessa cosa si verifica
negli incroci 4n < 4n come pure nelle diploidi sessuali, nelle quali tuttavia
lo sviluppo dell’embrione inizia prima che nelle tetraploidi.

4. La maggior parte dei semi degli ineroci 4n32n ¢ 2n < 4n conten-
gono endosperma. Nei semi 4n < 2n 'endosperma degenera nello stadio
di Hvi]uppo cellulare, mentre net semi 2n X 4dn la -;h'.g{:mfral.zium: comineia
prima. In questi ultimi, tutti gli endospermi mostrano nuclei giganti
oppure mitosi deformate.

5. Le cellule uovo dei semi 4n % 2n non si dividono di regola, ma peri-
scono contemporaneamente alla degenerazione dell’endosperma o subito
dopo.

6. Si conclude che le cellule uovo dei tipi pseudogami di R. auricomus
generano embrioni soltanto se & stato formato endosperma normale
tecondato. Se 'endosperma manca oppure non si ¢ sviluppato normal-
mente, la cellula wovo non ¢ in grade di dividersi. La degenerazione
dell’endosperma & la causa prima della sterilita degli incroei 4n % 2n e
2n * 4n.

Summary

1. Seed fertility of 5 tetraploid pseudogamous species and one diploid
sexual species of R. auricomus was investigated. All self-pollinations and
4dn < 4dn eross Imllillatinnﬁ were fertile, but 4n3 2n and 2n:<4n crosses
proved incompatible.

2. In ovules of emasculated and non-fertilized flowers generally
neither the egg cell nor the central cell divide.

3. In seeds from self-fertilization of 4n pseudogamous species, endo-
sperm development precedes that of the egg cells, and similarly in4n X< 4n
crosses. The same is true also of the sexual diploids where development
of the embryo is earlier than in tetraploids.

4. Most of the seeds in 4n><2n and 2n < 4n crosses contain endosperm.
In 4nx2n sceds the endosperm degenerates at the cellular stage of
development, whilst in 2n>(4n seeds degeneration is generally earlier.
In the end, all endosperms show giant nuclei and errors in division.

5. Generally the egg cells of 4n < 2n seeds do not divide but die with
degeneration of the endosperm, or soon after.

6. Tt is concluded that the egg cell of pseudogamous R. auricomus
needs stimulation from the endosperm for successful development. With
abnormal development or absence of the endosperm, the egg cellis not
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able to divide. Thus, the primary cause of infertility in 4n < 2n and 2n
4n crosses is the degeneration of the endosperm.
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