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Die Erzeugung und Erkennung von Tetraploiden bei Gramineen 
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Mit 7 Abbildungen 

Bei den Monokotylen ist die Genomverdoppelung 
wegen des schwer zug~inglichen Vegetationskegels 
schwierig. Von ESSER (1) ,  HULEWlCZ (3), MYERS (6), 
WIT (8), WIT und SPECI~,IANN (9) wird die Anwen- 
dung yon Colchicin nach verschiedenen Methoden 
empfohlen, w~hrend nach KOSTO~F (4) die Gramineen 
sehr stark auf Acenaphthen.reagieren. Da bei der 
praktischen Ziichtung mit einem groBen Ausgangs- 
material gearbeitet werden muB, sind ergiebige und 
leicht anwendbare Behandlungsmethoden notwendig. 
Auch mtissen die erzeugten Polyploiden leicht und 
schnell, m6glichst ohne zytologische Untersuehung, 
erkannt werden. In vorliegenden Untersuehungen 
wurden daher verschiedene bekannte Methoden zur 
Verdoppelung des Genoms bei Gramineen vergleichs- 
weise angewandt und die Brauchbarkeit verschie- 
dener Merkmale zur Bestimmung des poIyploiden 
Materials geprClft. 

Material und Methoden 
Die Untersuchungen wurden an Lolium multiflorum 

var. westerwoldicum mit n = 7 der Sorte, ,Bernburger" 
durchgeftihrt. Folgende Methoden wurden ange- 
wandt : 

Methode I - -  Behandlung angekeimter Samen mi~ 
Colchicin 

Entsprechend der yon WIT und SI~ECI~.IAN~ ~ (8, 9) 
angewandten Methode wurden Samen in Wasser an- 
gekeimt und anschlieBend bei einer Keimwurzell~inge 
yon 1--2 mm in w~il3rige L6sungen mit o,o5; o,1 und 
o,2% Colchicin getaucht. Nach 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 und 
24 Stunden wurden die Keimlinge aus der Colchicin- 
16sung genommen, mit Wasser abgespiilt und in Erde 
ausgelegt. 

Methode I I - -  Behandlung trockener Samen mit Col- 
chicin 

In Anlehnung an die yon MYERS (6) beschriebene 
Methode wurden die Samen direkt in w~il3rigen L6- 
sungen mit o,o5 ; o, 1 und o,2% Colchicin eingequollen. 
Nach 2, 4, 6, 8, lO, 15, 25, 3o und 35 Stunden wurden 
die Samen herausgenommen, mit Wasser abgesptilt 
und in Erde ausgelegt. 

Methode I I I - -  nach Huae~vicz (3) 
Die Samen wurden zehn Minuten in einer o, 1 ~ 

Sublimatl6sung gewaschen, mit destilliertem Wasser 
abgesptilt und auf Filtrierpapier in Petrischalen ange- 
keimt. Die gekeimten Samen wurden in neue Petri- 
schalen, die zur H~ilfte mit 1,3%igem Agar mit 5o%- 
iger Knopscher L6sung geftillt waren, umgesetzt. 
Nachdem die Koleoptilen eine L~inge von etwa 1,5 cm 
erreicht hatten, wurden die Petrischalen mit o,o 5 und 
o, l%igen Colchicinl6sungen gefiiltt und die Koleop- 
tilen kurz tiber dem Vegetationskegel unter der Ober- 
fl~che der Colchicinl6sung abgeschnitten. Nach o,5, 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 und 24 Stunden wurden die 
Colchicinl6sungen abgegossen, die S~tmlinge mit Was- 
ser abgesptilt und in Erde gepflanzt. 

Methode I V  - -  nach Esss~ (1) 
Eine Petrischale wurde in humose Erde in einem 

Blumentopf bis zu ihrem oberen Rand eingedrfiekt. 
Die Samen wurden im Abstand yon 1 cm am inneren 
Scha]enrand auf feuehtem Filtrierpapier ausgelegt. 
Die Koleorrhizen zeigten zum Schalenrand. Die Wur- 
zeln wuchsen tiber den Schalenrand in die Erde. Kurz 
vor Erscheinen des ersten Blattes wurde das Filtrier- 
papier entfernt, die Koleoptylen aufgeritzt und un- 
mittelbar tiber dem Vegetationskegel abgeschnitten. 
Die Keimlinge hingen jetzt an ihren Wurzeln am 
Innenrand der Petrischale. Die Schale wurde soweit 
mit einer 0,5 %igen Colchicinl6sung geftillt, dab Keim- 
spitzen und Samen v611ig, die Wurzeln aber noch 
nicht eingetaucht waren. Nach 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 und 
24 Stunden wurden die Jungpflanzen herausgenom- 
men, mit Wasser abgesptilt und in Erde gepflanzt. 

Methode V - -  Behandlung angekeimter Samen mit 
A cenaphthen (Damp/me,bode) 

In Petrischalen win-den je 1,2 g pulverisiertes Ace- 
naphthen gestreut, mit Filtrierpapier bedeekt und 
mit Wasser gut angefeucl~tet. Die Schalen wurden 
mit angekeimten Samen (Wurzelliinge 1--2 ram) be- 
legt und wXhrend der Behandlungszeit geschlossen 
gehalten. Nach 1, 2, 3, 4, 5 und 6 Tagen wurden die 
Keimlinge herausgenommen, mit Wasser abgesptilt 
und in Erde umgesetzt. 
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Me~hode V I  - -  Behandlung angekeimter Samen mit 
Acenaphthen (Kontaktmethode) 

Petrischalen wurden mit 2 Scheiben Filtrierpapier 
ausgelegt, mit Wasser angefeuchtet und mit ange- 
keimten Samen belegt. 1,2 g pulverisiertes Acenaph- 
then wurde auf die Keimlinge gestreut. W~ihrend der 
Behandlungszeit blieben die Schalen geschlossen. 
Nach 1, 2, 3, 4, 5 und 6 Tagen wurden die Keimlinge 
herausgenommen, mit Wasser abgespiilt und in Erde 
umgesetzt. 

Metflode V I I  - -  Beflandlung trockener Samen mit 
Acenaphthen. Behandlung wie bei 
Methode V 

Methode V I I I  - -  Behandlung trockener Samen mit 
Acenaphthen. Behandlung wie bei 
Methode V I  

Nach 1958 durchgeffihrten Vorversuchen wurden 
die beschriebenen Methoden im April 1959 an je lOO 
Samen angewandt. Je die H~ilfte der Samen bzw. 
Keimlinge wurde bei 1 5 - - 1 8  ~ und bei 28--3 ~ ~ 
dolt. Die Samlinge und die Kontrollpflanzen wur- 
den in mit Erde gef~llten Pikierk~sten im Gew~ichs- 
haus angezogen, im Juni in Friihbeetk~isten gepfianzt 
vmd nach der Samenreife im September geerntet t. 
Durch visuelle Beurteilung der Blatt- und Bltiten- 
standgr6Be sowie durch Stomata-, Blattdicken- und 
Pollenmessungen wurden die wahrscheinlich diploid 
gebliebenen Pflanzen vorselektiert. 

Bei mindestens 5 Samen jeder geernteten Einzel- 
pfianze wurden die Chromosomen in Wurzelspitzen- 
Prgparaten gez~ihlt und daraus die Wirksamkeit der 
Behandlungsmethoden und der Vorselektion be- 
stimmt. 

Ergebnisse 
Die behandelten Pflanzen wurden in 3 Gruppen 

eingeteilt: 
1. Pilanzen, die vollkommen den Kontrollen gli- 

chen, 2. Pflanzen, die infolge zu starker Spindelgift- 
wirkung eingingen, und 3. Pflanzen, die ver~indert 
and entwicklungsf~hig waren. 

Die offensichtlich durch das Zellgift vergnderten 
Pflanzen der Gruppe 3 zeigten gegentiber den unbe- 
handelten neben einer allgemeinen Wachstumsver- 
zggerung verdickte Koleoptylen und keulenf6rmig 
angesehwollene Wurzelspitzen (Abb. 1). Etwa 3 Wo- 
chen nach der Behandlung setzten sie ihr Wachstum 
wieder normal fort. 

Abb. x, Gleichaltrigo Pflanzen. - -  
L i n k s :  nnbehandelt; r e c h t s ;  be- 

handelt. 

Abb. ~. Blfitenstfinde. - -  
L i n k s :  diploid; r e c h t s :  tetraploid, 

Abb. 3. Stomata. - -  L i n k s :  diploid; r e c h t s :  tetraploid. (Vergr. 15o X) 

Merkmale zur Unterscheidung diploider und tetra- 
ploider Pflanzen in tier C0-Generation 

An vollst~ndig entwickelten Organen der ver~n- 
derten und an den unbehandelten Pflanzen wurden 
UnterscheidungsmerkmaIe zwischen diploiden und 
tetraploiden Pflanzen ermittelt, um eine Vorselektion 
der Diploiden durchft~hren zu k6nnen, Diese Vor- 
selektion ist niitzlich, da haploide Gameten den in der 
C0-Generation schon geringen Samenansatz der Tetra- 
ploiden welter vennindern (HE•TZSCI-I, 2) und die zeit- 
aufwendige karyologische Untersuchung an weniger 
Pflanzen durchgefiihrt zu werden braucht. 

Als brauchbare Merkmale zur Vorselektion erwie- 
sen sich neben der Blatt- und Blfitenstandgr6ge 

1 Frgulein LI1~S~LOrTE 5{a, ass sei an dieser Stelle herz- 
lich ftir ihre gewissenhafte Mitarbeit gedankt. 

Abb. 4. Po l l enk /3 rne r . -  L i n k s :  diploid; r e c h t s :  tetraploid. (Vergr. 15oX) 

(Abb. z) die Gr6Be der Stomata und der Pollenk6rner 
sowie die Blattdicke (Tab. 1, Abb. 3 und 4). 

Tabelle i.Morphologische Unterschiede zwischen 
diptoiden und tetrap~oiden P/lanzen (relat~-w 

Mittelwerte aus 5 ~ Wlessungen). 

Merkmale 

Stomatal~nge 
Stomatabreite 
Pollenl/inge 
Polienbreite 
Blattdicke 

diploid tetraploid 

1,27 
1,38 
1,20 

1 , 1 4  
1 , 2 6  
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Die nachtrfiglich durchgeft~hrte karyologische Un- 
tersuchung ergab, dab nach diesen morphologischen 
Merkmalen etwa 8o% der Diploiden unter den ver- 
~nderten Pflanzen vor dem Aufbltihen erkannt wur- 
den (Tab. 2). Die Schfirfe der Vorselektion wird weit- 
gehend durch den Zweck der Polyploidisierung be- 
stimmt. 

Soil umfangreiches polyploides Material f~r die 
praktische Ziichtung erzeugt werden, wird man die 

technisch schwer zu handhaben, wobei Methode III 
gfinstiger als IV zu beurteilen ist. 

Nach Anwendung der Methode II wurden neben 
diploiden nur ein geringer Anteil mixoploider Pflan- 
zen Iestgestellt. Die Schwierigkeit liegt hier in der 
richtigen Dosierung des Colchicins. 

Der im allgemeinen gfinstigen Wirkung des Colchi- 
cins steht eine weniger gi]nstige des Acenaphthens 
gegentiber. Die nach den Methoden V--VIII be- 

Tabelle 2. Anleil erkannler diploider P/lanzen nach Stomata-, Blattdicken- 
and Pollenmessungen. 

Behandlungs- 
methode I 

bei 28--30 ~ 
Varianten 

0,05%/3 Std. 
0,05%/4 Std. 
0,05%/5 Std. 

Ausgangs- 
pIlanzen 

Anzahl 

Verinderte 
u. entwick- 
lungsf~hige 

Pflanzen 
Anzahl 

5 ~ 2 7  
5 ~ 3 2 

18 5 ~ , 

davoa 

tetraploid 

AnzahI 

mixoploid diploid 

Anzahl I Anzahl 

! 
12 13 

ii 15 
7 7 

Von den Diploiden 
durch 

morphologische 
Merkmale erkan nt 

Anzahl % 

lo 76,9 
12 8 0 , 0  

6 85, 7 

Abb. 5. Salnen, - -  L i n k s :  
tetraploid; r e c h t s :  diploid. 

mixoploiden Pflanzen und damit einen h6heren Pro- 
zentsatz entfernen k6nnen, w~ihrend riaan bei wissen- 
schaftlichen Untersuchungen, wo jedes auch nur teil- 
weise tetraploide Individuum von Interesse ist, nur 
die absolut sicher als diploid erkannten Pflanzen eli- 
minieren wird. Der tatsfichliche Anteil tetraploider 
Pflanzen kann nur durch die karyologische Unter- 
sucbung festgestellt werden. 

Nach der Samenernte der Co-Pflanzen gibt die 
Samengr6Be einen guten Anhaltspunkt zur Ein- 
schr&nkung des zytologisch zu untersuchenden Ma- 
terials (Abb. 5)- 

Wirkungsgrad der angewandten Behandlungs- 
methoden 

Gemessen am Anteil tetra- und mixoploider Pflan- 
zen in der C0-Generation waren in vorliegenden Un- 
tersuehungen die Colchicinbehandlungsmetboden Ii 
III and IV am wirkungsvollsten. Nit 12% tetraplo- 
iden und 22% mixoploiden Pflanzen brachte die Me- 
thode I den h6chsten Anteil an Polyploiden (Abb. 6). 
Die Metboden III und IV ergaben fast die gleiche 
Ausbeute, sind jedoch sehr arbeitsaufwendig und 
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Abb. 6. Wirkungsgrad der g(instigstenVariante bei den angewandten Behand- 
Iungsmethoden (in % der Ausgangspflanzen). 

handelten Pflanzen zeigten zun~ichst ~ihnliche Wuchs- 
depressionen und Deformationen wie nach Colchicin- 
einwirkung. Der polyploide Habitus war jedoch in 
den folgenden Wochen nicht mehr erkennbar und nur 
wenige Pflanzen waren tetraploid bzw. mixoploid. 
Im Gegensatz zur Samenbehandlung mit Colchicin 
(Methode II) erwies sich die mit Acenaphthen (Me- 
thoden VII und VIII) als giinstiger. Die Ursache 
hierfiir dfirfte die wesentlich langsamere Wirkung des 
Acenaphthens gegentiber Colchicin sein, worauf be- 
reits LEV*N (5) und STRAUB (7) hinwiesen. Die Ace- 
naphthen-Kontaktmethoden wirken stark sch/idigend 
auf die Keimlinge (Abb. 7). Die Wurzelspitzen ver- 
f~trben sich braun, und nach einer allgemeinen Wachs- 
tumshemmung sterben die Pflanzen ab. 

Der Temperatureinflug auf die Wirkung der Spin- 
delgifte ist eindeutig. Die angewandten Methoden 
ergaben bei 28--3o ~ wS.hrend der Behandlung h6- 
here Anteile polyploider Pflanzen als bei 15--18 ~ 
Als gilnstigste Colchicin-Konzentration erwies sich 
o,o5% bei eng umgrenzten Applikationszeiten. Ge- 
ringe Konzentration und l~ingere Einwirkung ergab 
in der Regel ein besseres Ergebnis als umgekehrt. 
Die Varianten der gepriiften Behandlungsmethoden 
mit dem gr6Bten Wirkungsgrad sind in Tabelle 3 zu- 
sammengefal3t. 

Besprechung der Ergebnisse 

Innerhalb einer Grassamenprobe liegt unterschied- 
liche Keimschnelligkeit vor. Werden angekeimte 
Samen in Colchicin-L6sungen eingetaucht, k6nnen 
Keimlinge gleicher Entwicklungsstufe dem Spindel- 
gift ausgesetzt und recht einheitliche Wirkungen er- 
zielt werden. Die Konzentration der L6sung und die 
Behandlungsdauer k6nnen so auf den Entwicklungs- 
stand der Keimlinge abgestimmt werden, dab sich die 
Wirkung in einer einmaligen Teilungsbeeinflussung 
ersch~}pft. Hierin iiegt wahrscheinlich die Ursache 
ft~r die gfinstige Ausbeute an Polyploiden bei Be- 
handlungsmethode I. 

Werden trockene Samen direkt in wiBrigen Col- 
chicin-L6sungen angekeimt, wird infolge der unter- 
schiedlichen Keimschnelligkeit bei den schnell kei- 
menden Samen der Spindelfaser-Mechanismus zu 
stark, bei den langsam keimenden zu schwach oder 
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Tabelle 3. A~eteil diplo~der, mixoploider und letraploider P/lanzen bet den Behand- 
htT~gsvarianten mit dem hdchsten Anteil  telraploider bzw. mixoploider P/lanzen 

(Ausga~*gspflamen = 1 oo ~ 

Behandlungs- Colchicin- Applikations- Lebensfahige 
methode konzentr, dauer Pflanzen diploid mixoploid i tetrapioid 

i 

(bet 28--3o~ % Std. % ~o % I % 

I 

I I I  

IV 

V 

VI 

VII 

VII I  

0,05 
o,o 5 
0,05 

0,05 
o,o 5 
0,05 

0,05 
O,O 5 
0,05 

O,O 5 
O,O 5 
O,O 5 

3 
4 
5 

25 
3 ~ 
35 

5 
6 
7 

4 
5 
6 

24 
48 
72 
24 
48 
72 
48 
72 
96 

48 
72 
96 

82,0 
64,0 
36,0 

75,6 
62,2 
48,9 
68,0 
5 o , o l 

38,0 

64,o 
54,0 
44,0 
92 
58,0 
28,0  

40,0 
22,0 
12,0 

82,2 

48,9 
31,1 

33,3 
13,2 
6,6 

54,0 
30,0 
14,o 

68,9 
5I , I  
40,0 

46,0 
22,0 
14,O 

44,o 
32,0  
26,0 

88,0 
50,0 
22,0 

38,o 
I8,0 
8,O 

71,1 
35,5 
20,0 

26,7 
4,4 
2,2 

24,0 
22,0 
14,o 

6,7 
I I , I  
8,9 
16,O 
16,o 
14,o 
16,O 
14,O 
12,0 

4,0 
8,o 
6,0 

2,0 
4,o 
4,0 
8,9 
6,7 
6,7 

4,4 
4,4 
2,2 

! 
4,o 

12,0 
8,O 

6,0 
I2,0 
10,0 

4,0 
8,0 
6,0 

2,2 
6,7 
4,4 
2~2 

4,4 
2,2 

Abb. 7. EntwicMung gleichaltriger 
Pflanzen nach der Dalnpf- und Kon- 
taktmethode.-  Links: Kontrolle; 
Mitre: Dampfmethode; rechts: 

Kontaktmethode. 

i iberhaupt nicht beeinfluBt. Die gesch~tdigten Keime 
sind nicht lebensf~ihig, die anderen unver~tndert und 
daher die Ausbeute an polyploiden Pflanzen gering, 
wie die Behandlungsmethode I I  eindeutig zeigt. 

Durch Spindelgifte gesch~idigte Keimwurzeln ent- 
wickeln sich kaum oder nur z6gernd. Die Behand- 
lungsmethoden I I I  und IV legen besonderen Wert  
auf den Sehutz der Keimwurzeln, wiihrend bet den 
Methoden I und I I  das Colchicin gleichzeitig auf 
Sprog und Wurzel einwirken kann. Beim Ankeimen 
der Samen in Colchicinl6sungen wird das Wurzel- 
system besonders s tark gesch~digt. Karyologische 
Untersuchungen dieser im Wuchs gehemmten Wur- 
zeln ergaben, dab bier vorwiegend tetraploide und 
oktoploide Zellen vorhanden waren. Dagegen setzten 
sich die Keimwurzeln der nach Methode I behandel- 
ten Samen aus diploiden und tetraploiden Zellen zu- 
sammen und entwicke!ten sich gut. 

Z u s a m m e n f a s s u n g  

Zur Genomverdoppelung bet Gramineen wurden 
vergleichsweise verschiedene Methoden angewandt,  
Die Colchicinmethoden ergaben einen gr6Beren An- 
teil polyploider Pflanzen als die mit  Acenaphthen. 

Am ergiebigsten und am leichtesten anwendbar war 
die Behandlung angekeimter Samen in o,o5% iger 
w~iBriger Colchicin-L6sung, 4 Stunden bet 28--3o oC. 
Zur Unterscheidung diploider und tetraploider Pflan- 
zen sind Gr613e der Stomata,  Pollenk6rner, Bliiten- 
st~inde und Samen sowie die Blattdicke brauchbare 
Merkmale. 
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