118

G. SCHUMANN:

Der Ziichter

Aus dem Institut fiir Pflanzenziichtung der Friedrich-Schiller-Universitdt Jena in Dornburg/Saale

Eine neue Methode zur Colchicinierung von Gramineen
und grof3kornigen Leguminosen

Von GERHARD SCHUMANN
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Zur experimentellen Erzeugung polyploider Pflan-
zen sind, seit Einfithrung der Colchicinmethode durch
BLAKESLEE und AVERY (2) sowie durch NEBEL (5)
im Jahre 1937, eine Anzahl weiterer Behandlungs-
methoden beschrieben worden. Wichtig fiir den Er-
folg jeder Colchicinierung ist es, daBl das Agens in
das embryonale Gewebe gelangt. Eine wirksame
Applikation des Colchicins gestaltet sich darum um
so einfacher, je leichter man die SproB8meristeme errei-
chen kann. DBei einer Anzahl von Nutzpflanzen,
besonders aber bei den Gramineen, war man bisher
wegen der schwer zuginglichen Plumula vorwiegend
auf Samen- bzw. Wurzelbehandlung angewiesen.
Erfolgt Samenquellung in Colchicinlésung, so werden
wohl alle Vegetationspunkte vom Colchicin erreicht,
jedoch werden meist die Keimwurzeln so stark ge-
schidigt, daB nur eine geringe Erfolgsquote zu erwar-
ten ist. STRAUB (7) rechnet bei diesem Verfahren mit
95% absterbenden Keimlingen. Genomverdoppelun-
gen an wertvollem Kreuzungsmaterial, das meist nur
in geringer Menge vorhanden ist, wird man mit Hilfe
anderer Verfahren zu erzeugen suchen. Die Arbeiten
von GYORFFY (4) auf diesem Gebiet waren daher von
entscheidender Bedeutung. Er praktizierte eine Be-
handlung der SproBspitzen mit Wattebduschen, die
mit einer Colchicinlésung getrinkt wurden. Hier-
durch wird eine Schidigung der Wurzeln vermieden.
Nach diesem Prinzip sind eine Reihe anderer Ver-
fahren entwickelt worden, die mit groferem Erfolg
besonders bei dicotylen Pflanzen anwendbar sind.

Die in der Literatur fiir Gramineen angegebenen
Maglichkeiten zur Polyploidisierung brachten in eige-
nen Versuchen keine befriedigenden Ergebnisse.
Durch Injektion von Colchicin nach OLTMANN (6)
in die Basis der Sprosse von Lolium und Festuca
wurden die Pflinzchen durch den gewalfsamen
Eingriff so geschidigt, dafl sie bald danach eingingen.
Nach der von Essgr (3) beschriebenen Eintauch-
methode konnten bei den benutzten Grasern ebenfalls
keine polyploiden Pflanzen erzeugt werden. Die
Samen, die entlang des inneren Randes einer in
Erde versenkten Petrischale auf feuchtem Zellstoff
ausgelegt werden, miissen mit ihren Wiirzelchen
iiber den Schalenrand in die Erde wachsen. Kurz
bevor das erste Blatt die Koleoptile durchbricht,
wird der Zellstoff entfernt und in die Petrischale
so viel Colchicinlésung gegeben, bis die Keimspitzen
und Karyopsen bedeckt sind. Die Losung wurde
jedoch in unseren Versuchen in kurzer Zeit — wahr-
scheinlich durch Kapillaritit (die Pflanzen legten sich
ganz dicht an den Schalenrand) — aus der Schale
in den Boden geleitet. Andere Forscher lieBen die
Colchicinlgsung dber die Wurzeln 4dlterer Pflanzen
aufnehmen. WELLENSIEK (11) brachte die Wurzeln
geteilter Getreidepflanzen in eine wiBrige Colchicin-
I6sung. Um die Wurzelschiadigung in ertriglichen
Grenzen zu halten, fiihrte er eine fraktionierte Be-

handlung durch. Zwischenzeitlich setzte er die
Pflanzen wieder in Wasser.

Bei der Herstellung polyploider Graser konnte ein
Verfahren entwickelt werden, bei dem eine Wurzel-
schidigung weitgehend vermieden, gleichzeitig aber
das schwer zugéngliche, teilungsfihige SproBgewebe
vom Mitosegift erreicht werden kann. Diese Kombi-
nation lieB sich erméglichen, indem man an Keim-
pflanzen, die vom Samen noch erndhrt werden, die
Karyopse entfernt und somit den Nahrstoffstrom
unterbricht. Bringt man nun an die Samenansatz-
stelle einen Tropfen Colchicin-Traganthschleim, dann
wird dieser statt der Nihrstoffe aufgenommen und
gelangt an die Vegetationspunkte, ohne die Wurzeln
allzu stark zu schidigen. Bereits die ersten Versuche
an Lolium perenne ergaben von 45 behandelten Pflan-
zen 18 cytologisch bestétigte Tetraploide. Als weitere
Stiitze soll das TKG angefithrt werden, das sich bei
diesen Pflanzen in der C; um absclut 1,45 g erhéht
hatte. Auch in der C, war das TKG fast doppelt so
hoch (rel. = 192} wie bei den Kontrollen.

Die Methode wurde inzwischen verfeinert und soll
an Hand neuer experimenteller Daten nachstehend
beschrieben werden. Die Samen der zu behandelnden
Pflanzen werden in halb gefiillte Aussaatschalen auf
humose Gartenerde, in einem Abstand von 2 X2 cm,
flach ausgelegt. Die Schalen feuchtet man gut an und
deckt sie mit einer Glasscheibe ab. Nach 2—3 Tagen
sind — bei einer Temperatur von 18—24 °C — die
ersten Wurzeln sichtbar. Dringen diese nicht von
selbst in den Boden, muB man mit einem Pikierholz
nachhelfen. 8-—10 Tage nach der Aussaat (bei Grami-
neen mufl das erste Blatt etwa 2z cm ldnger als die
Koleoptile sein) entfernt man mit einer Préparier-
nadel den Samen einschlieBlich Scutellum, legt um
die Pflanze eine diinne Kunststoff-Folie und bringt
mit einer Lanzettnadel einen Tropfen zdhfliissiger
Colchicin-Traganthlgsung auf die Samenansatzstelle
(Abb. 1). Die Folie schirmt den Boden ab, so dal
kein Colchicin in die Erde gelangen kann. Danach
wird die Aussaatschale, die vor der Behandlung noch
einmal gut angefeuchtet worden war, mit einer Glas-
scheibe fiir 24 Stunden wieder abgedeckt. Dadurch
wird erneut ein wasserdampfgesittigter Luftraum
geschaffen, der den Colchicin-Traganthschleim nicht
austrocknen 1aBt. Traganth als Trdgersubstanz hat
sich bei diesen Versuchen ausgezeichnet bewihrt.
Das Mittel ist leicht 1dslich, es erstarrt nicht, behdlt
darum lange die dickfliissig schleimige Konsistenz
bei, haftet gut und trocknet nur langsam aus
(Scawanitz (8)).

Nach der Einwirkungszeit, die bei den einzelnen
Objekten zu variieren sein wird, hdufelt man, um
eine bessere Wurzelbildung zu erméglichen, an die
Pflanzen etwas Erde. Acht bis zehn Tage nach der
Colchicinierung ist der Erfolg in Form von Verdik-
kungen im Bereich der Koleoptile sichtbar (Abb. 2
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Abb. 1. Der Samen ist mit einer Pripariernadel vom Spro8 getren..t

worden, um die Pflanze ist eine Kunststoff-Folie gelegt. Mit einer

Lanzettnadel wird ein Colchicin-Traganth-Tropfen auf die Samen-
ansatzstelle gebracht. Objekt: Festuca pratensis.

und 3). Die optimale Konzentration der Colchicin-
16sung mul fir jede Art empirisch ermittelt werden,
sie wird allgemein zwischen 0,25% und 0,1%, liegen.

Die Colchicin-Traganthlosung mulB frei von Luft-
blasen sein, man vermeide darum jedes Riihren.
Zwei Tage vor Gebrauch des Agens trigt man auf
die Colchicinldsung eine diinne Schicht von gemahle-
nem Traganth auf, das bald danach mit der Fliissig-
keit eine zihe Masse bildet.

Von 38 Roggenpflinzchen, die auf diese Weise
mit einer Konzentration von 0,25% colchiciniert
wurden, waren nach 8 Wochen 31 Pflanzen noch
lebend. Die eingegangenen Pflanzen bildeten statt
eines neuen Blattes nur eine starke Verdickung am
Vegetationspunkt. Zur Feststellung der Polyploidie
wurden an den 31 Pflanzen zundchst Messungen an
Spaltoffnungen vorgenommen, wie sie GYORFFY (4)
und SCHWANITZ (g u. 10) empfohlen haben. Die
Messungen erfolgten am 4. Blatt. zg Pflanzen hatten
gegeniiber den Kontrollen mit p = <<0,10% ge-
sichert gréBere SchlieBzellen. Die Stomata der iibri-
gen zwel Pflanzen waren zwar nicht signifikant
grofer, doch lagen ihre arithmetischen Mittel iiber
dem Durchschnitt der Kontrollen. Die mittlere
Lange der SchlieBzellen der colchicinierten Pflanzen
zu den Kontrollen verhilt sich wie 1,3:1. In Tabelle 1
sind die Ergebnisse der Chromosomenzidhlungen an
Wurzelspitzen ersichtlich, die an elf Pflanzen mit
verschieden groBen Spaltéffnungen vorgenommen
wurden. Die Wurzeln wurden in Carnoy fixiert und
nach 24 Stunden die Chromosomen nach der Karmin-
essigsdure-Methode gefiarbt und gezahlt. Alle unter-
suchten Pflanzen waren polyploid, hatten jedoch mehr
oder weniger stark mixochimire Gewebe gebildet,

Die fiir Gramineen beschriebene Methode wurde
in weiteren Versuchen an groBkornigen Leguminosen
erprobt. Nachdem Pflanzen von Vicia faba und
Vicia sativa in gleicher Weise wie Roggen herange-
zogen wurden, erfolgte am 9. Tag nach der Aussaat
die Colchicinierung. Die Samen wurden mit einer
Rasierklinge vom Spro8 getrennt und auf die Ansatz-
stelle ein Tropfen Colchicin-Traganthschleim ge-
bracht. Der Eriolg dieser Induktion lie8 sich aus
arbeitstechnischen Griinden nur an Vicia faba niher
untersuchen. Die Behandlung erfolgte mit o,25
prozentiger Losung. Die karyologischen Untersu-
chungen wurden an jungen Blidttern acht Wochen
alter Pflanzen vorgenommen.
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Wie aus Tabelle 1 zu entnehmen ist, kénnen
7 Pflanzen als tetraploid, 8 Pflanzen als mixoploid
angesprochen werden (Abb. 4). Insgesamt wurden
40 Sdmlinge colchiciniert, von denen leider durch
starken Brennfleckenbefall (Glomerella lindemuthia-
num) 25 abstarben. Da die eingegangenen Pflanzen
in habitueller Hinsicht den untersuchten Polyploiden
entsprachen (gestauchte Sprofachse, monstrose Blat-
ter (Abb. 5)), kann auch bei Leguminosen mit einem
positiven Ergebnis gerechnet werden. Besonders
bemerkenswert ist der Umstand, dafBl alle unter-
suchten Seitentriebe in ihrem Polyploidiegrad mit
dem Hauptsprof iibereinstimmten. Das deutet
darauf hin, daB bei dem frithen Behandlungszeit-
punkt dieser Methode keine oder nur wenige diploide
Sektoren entstehen, Bei den bisher gebrauchten
Verfahren besteht meist die Gefahr, daBB der poly-
ploide Hauptsprofl von den diploiden Nebensprossen
dberwuchert wird.

Die bei einigen Arten vorhandenen Schwierig-
keiten bei der Ausldsung der Polyploidie kénnen durch
die beschriebene Methode iiberwunden werden. Es
ist bei weitgehender Schonung der Wurzeln ohne
Schwierigkeiten méglich, eine groffe Anzahl Pflanzen
erfolgreich zu colchicinieren. Bei optimaler Konzen-
tration der Losung und bei richtiger Anwendungszeit
(die Samen haben dann 30 bis 409, ihrer Trockensub-
stanz verloren) ist mit einem hohen Prozentsatz
Polyploider zu rechnen. Das Verfahren wird sich
besonders giinstig bei der Erzeugung amphidiploider
Art- und Gattungsbastarde verwenden lassen. Solche

Abb. 2. Verdickung der SproBbasis. Die jiingsten Blatter schieben
sich durch die aufgeplatzte Koleoptile seitlich heryor. Aufriahme:
10 Tage nach der Colchicinierung. Objekt: Festuca pratensis.

Abb. 3. Verdickung der Sprofibasis. Aufnrahme: 10 Tage nach der Col-
chicinierung. Objekt: Triticum monococcum.
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Abb. 4. Polyploide Zellen von Vicia faba. Aufnahme: 8§ Wochen nach der Colchicinierung. a) tetraploid, b) u. ¢) hochploid.

Tabelle 1. Ergebnisse der Spaltéffnungsmessungen und
karyologischen Unlersuchungen an Roggenwurszelspitzen
und Ackerbohnen-Blattmeristemen.

{ Anzahl d. Anzahl d.
Linge der unt;arsucht. auszdhl- | ., . . etra- | hoch-
PﬂanzenJ Spaltoffnungen | Wurzel- baren d1p101de p101de ploide
Nr. | (Teilstriche) spitzen Meta- Zellen | Zellen | Zellen
bzw. Blatt- phasepl. i !
meristeme ‘
Roggen
23 1 21,3%026 3 | 6 | — 5 1
15 19,7£0,32 | 4 | 27 1 20 | 6
2 119,040,154 9 | 1 8 —
26 ' 18,2 +o0,27 ‘ 3 7o 1 5 1
30 | 17,640,064 3 5 — 3 2
21 17,0+0,37 =~ 2 7 - | 2 5
6 16,0 +0,36 3 | 18 5 | 13 —
19 15,7-£0,43 2 12 ‘ - 10 2
24 . 15,4 %0,10 2 | 4 — 3 1
29 14340 | 3 8 - 4 4 -
17 13,7 +0,16 3 11! 2 9 —
Kontr., 13,3 +0,21 ‘ l I \
Ackerbohnen
1] 2 7 1] 3 3
2 3 18 12 J 6 —
3 2 11 — 11—
4 . S B - [ -
5 | 2 9 — 1
6 | ‘ 2 9 ‘ 1 6 2
7 3 | 10 2 7 1
8 .2 18 3 13 2
9 b2 7 - 7 —
10 P2 11 —_ 11 [ —
11 2 7 — 7 -
12 2 21 | 5 16 —
13 | 2 ' 14 | 4 | 10 —
14 [ z | 4 — { 4 | —
15 | 2 | 5 | 1 4 | —

Bastarde sind im diploiden Zustand meist steril.
In den seltensten Fillen war es bisher moglich, solche
Kreuzungen fiir die praktische Ziichtung tiberhaupt
auszunutzen, obwohl gerade sie ein wertvolles Aus-
gangsmaterial darstellen (BECKER und SKIEBE (1)).
Die neue Methode ist dadurch charakterisiert, da3
sie im Prinzip das Colchicin in den Nihrstoffstrom
bringt, wodurch ein Transport an die Meristeme von
selbst erfolgt. Daher kann der Anwendungsbereich
auch noch erweitert werden. So ist es zum Beispiel
moglich, an Knollengewichsen Behandlungen vorzu-
nehmen, indem man in Nihe der Blattprimordien
einen Teil vom Knollenfleisch abnimmt und auf diese
Schnittfliche bei hoher Luftfeuchtigkeit den Col-
chicin-Traganthschleim bringt. In Tastversuchen
wurde an Cyclamensimlingen, nachdem das erste
Blatt ergriint war, ein Segment vom Knollenfleisch
abgeschnitten. Auf die Wundfliche wurde, wie oben

beschrieben, das Behandlungsmedium gebracht. Die
folgenden Blitter zeigten das typische Bild von
Colchicinmorphosen.

SchlieBlich sei noch bemerkt, daB der Colchicin-
verbrauch sehr gering ist. Bei einer Konzentration

Abb. 5. Polyploide Pflanzen von Vicia faba. Aufnahme: 8§ Wochen nach der

Colchicinierung,

von 0,25% konnen mit einem Gramm Colchicin
etwa 3400 Pflanzen behandelt werden. Auch liegt
die Arbeitsproduktivitat recht hoch. Eine geiibte
Kraft kann in einer Stunde 60 Pflanzen behandeln.
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