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Zusammenfassung

Innerhalb eines Zeitraumes von 10 Jahren haben
wir durch Selbstbestiubung von Pflanzen, die aus
normalem Saatgut von geselbsteten Ga Wxfga wx-
Genotypen stammten, 54 Kolben mit ca. 259, wx-
Maiskérnern und 600 Kolben ohne oder nur mit einem
sehr kleinen Prozentsatz (ca. 4%) wx-Kornern er-
halten. Anhand dieser Zahlen kann eine Crossing-
over-Rate von ca. 8.7%, fiir die Entfernung zwischen
dem Wzx- und dem durch den Zlteren Autor dieser
Arbeit gefundenen Ga-Faktor errechnet werden.

Das gleiche Vorgehen fiithrt fiir die Repulsionsphase
Ga wx[ga Wx (die erstmalig und unabhingig von ein-
ander von SCHWARTZ und SALAMINI erhalten wurde)
zu einer Schitzung von ca. 13%, als c.o.-Entfernung
zwischen Wx und ge (555 Kolben mit einem groBlen
UberschuB an wx, 152 mit 259, wx-Kérnern, 105 Kol-
ben mit keinen und 5 Kolben mit nur wenigen wx-
Koérnern). Der gleiche Faktor war zwischen Wx und
Bz bei ungefiahr 2/; der Wx-Bz-Entfernung von Wx
lokalisiert worden.

Selbstungen von Ga sk C/ga Sh c-Pflanzen ergaben
einen UberschuB von sk (etwa 36.3%) und ein Defizit
fiir ¢ (15.3%). Wenn angenommen wird, worauf
andere Ergebnisse hindeuten, dafl ga-Gameten nicht
funktionsfahig sind, lassen diese Zahlen fiir ga eine
Entfernung von etwa 27 und 31 c.o.-Einheiten von
sh bzw. ¢ vermuten. Eine Entfernung der gleichen
GréBenordnung von sk wurde an Hand von Selbstun-
gen des Ga Shlga sh-Genotyps festgestellt, die 129,
sh-Koérner ergaben.

Ein zusdtzliches Markierungsgen in Chromosom 9,
das eng mit ga gekoppelt ist, ist ein Albinosdmlings-
faktor (w). Die vorliegenden Daten zeigen, daB3 der
Albino-Faktor enger bei Ga als bei wx liegt; sie er-
lauben auch eine Schitzung des c.o.-Wertes zwischen
wx und w (ca. 2 -+ 0.29%,).

Falls die ga-Gameten funktionsunfihig sind, ergibt
sich aus dem verdoppelten Prozentsatz an w-Sim-
lingen (2 x 2%, = 49%) ein Schitzwert der Crossing-
over-Héufigkeit zwischen » und ga.

Die Distanz wx-w variierte wiederum zwischen
o und 7 Crossing-over-Einheiten.
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Als Koppelungskarte der im kurzen Arm von
Chromosom ¢ untersuchten Gene ergibt sich auf
Grund der vorliegenden Befunde folgende Genfolge:

C3.5sh2b220Gay 5unq5-30(?) Gag.,2.5wy (3.5 @% .
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Die mutagene Wirkung von Athylmethansulfonat
bei der komplexheterozygoten Oenothera berteriana

MARIA KRESSEL und CARL-GEROLD ARNOLD

Botanisches Institut der Universitdt Erlangen-Niirnberg

The Mutagenic Effect of Ethylmethane Sulfonate
on the Complex Heterozygote Oenothera berteriana

Summary. Seeds of the complex heterozygote Oenothera
berteviana were treated in different ways with ethyl-
methane sulfonate (EMS). Treatment with a 19, solution
caused absolute lethality. After the application ofa 0,19,
solution, however, all surviving plants of the M;-genera-
tion were mutants. There is no doubt, that the mutagenic
effect of EMS exceeds that of X-rays. This is also confirm-
ed by the higher number of viable mutants in the follow-
ing generation.

‘While there are mainly translocations among the X;-
mutants following X-radiation, after EMS-treatment
there are no translocations at all. EMS is just causing
small, merely visible aberrations. With regard to the kind

of the chromosome mutations we can state a clear diffe-
rence between X-radiation and EMS treatment.

In the progeny of X;-mutants caused by X-rays there
are trisomic plants in a great number, whereas in the
progeny of diploid EMS mutants trisomic forms are
absolutely absent. So the assumption could be confirmed
that translocated chromosomes are responsible for the
increasing of non-disjunction, which finally leads to the
occurrence of trisomic plants.

I. Einleitung

Bei unseren mehrjdhrigen Versuchen zur Induktion
auBerkaryotischer Mutationen an Oenothera berteriana
wurde neben vielen anderen chemischen Mutagenen
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auch Athylmethansulfonat (AMS) eingesetzt. Diese
Substanz zeichnet sich bei héheren Pflanzen durch
eine besonders hohe mutagene Wirkung aus (u. a.
EHRENBERG, GUSTAFSsON und LuNDQUIST 1961, AR-
NASON, MOHAMMED, KoCHLER und RENNEBERG 1962,
GAUL 1962, ROBBELEN 1962, SJODIN 1962), die auch
spdter immer wieder bestitigt werden konnte. So ist
zum Beispiel die Mutationsrate bei Gerste nach AMS-
Behandlung 5 X so hoch wie nach Réntgenbestrah-
lung (GAUL 1964). Hinzu kommt die relativ geringe
Toxizitit der Substanz, die durch Nachwische der
behandelten Samen noch wesentlich vermindert
werden kann, ohne dafl dabei die Mutationsrate ab-
sinkt (BENDER und GAUL 1966). Des weiteren war
durch ROBBELEN (1963) bekannt geworden, daB man
bei Arabidopsis durch AMS echte Plastommutationen
bekommen kann. Aus diesen Griinden haben wir mit
AMS besonders umfangreiche Untersuchungen durch-
gefiihrt, die jedoch beziiglich der Gewinnung auBer-
karyotischer Mutanten erfolglos blieben (ARNOLD und
KRESSEL 1965a). Wir konnten also an Oenothera die
Ergebnisse von ROBBELEN nicht bestétigen.

Bei unseren Untersuchungen beschrinkten wir uns
jedoch nicht auf die Feststellung auBerkaryotischer
Mutanten, sondern die mit AMS behandelten Pflan-
zen und deren Nachkommenschaften wurden sowohl
genetisch als auch cytologisch gepriift. Dabei er-
gaben sich einige bemerkenswerte Unterschiede zu
rontgenbehandelten Pflanzen, woriiber nachfolgend
berichtet werden soll.

II. Material und Methode

Als Versuchsobjekt diente die komplexheterozygote
Oenothera berteriana, die nach SCHWEMMLE (1938) die
beiden Genomkomplexe B und ! besitzt. Trockene
und vorgequollene Samen dieser Pflanzen wurden
einer 0,1%igen bzw. 1%igen wiBrigen AMS-Losung
ausgesetzt. Dort verblieben die Samen bis zur Kei-
mung. Die keimenden Samen wurden schlieBlich in
Komposterde pikiert.

Die aus diesen Aufzuchten hervorgegangenen Pflan-
zen wurden siamtlich ins Freiland versetzt. Alle von
den Kontrollpflanzen abweichenden Typen wurden
geselbstet und mit den Oenothera-Bastarden B. I]
und /.1l gekreuzt, die im 3 Geschlecht nur den
Komplex B bzw. nur den Komplex / iibertragen. Aus
diesen Kreuzungen erbilt man immer wieder nur
Pflanzen der Konstitution B. !, da Formen mit den
homozygoten  Konstitutionen
B.B und /.l entweder gar nicht
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rend Translokationen relativ einfach nachweisbar
sind, sind anderweitige Aberrationstypen wegen der
geringen GroBe der Chromosomen nicht ohne weiteres
feststellbar.

III. Ergebnisse

Genetische Evgebnisse an der M- und M,-Generation

Zunichst wurden Samen der Oenothera berteriana
einer 1%igen AMS-Losung ausgesetzt. Wir lieBen die
mutagene Losung sowohl auf trockene Samen ein-
wirken als auch auf Samen, die 3, 24 und 48 Stunden
mit dest. Wasser vorgequollen waren. In allen Fillen
fiihrte die AMS-Behandlung zur Letalitit. Wahrend
die Samen mit einer Vorquellungszeit von o und
3 Stunden iiberhaupt nicht mehr keimten, zeigten die
Samen mit einer Vorquellungszeit von 24 Stunden eine
Keimrate von 4%, diejenigen mit einer Vorquellungs-
zeit von 48 Stunden eine Keimrate von immerhin
49%. Aber auch hier gingen simtliche Keimlinge
zugrunde. Sie waren nicht in der Lage, ihre Kotyle-
donen zu entfalten.

Ganz anders waren die Verhiltnisse nach Behand-
lung mit einer 0,1%igen AMS-Losung (s. Tab. 1).
Die beste Samenkeimung mit 529, erzielte man nach
Einwirkung auf trockene Samen. Nach einer Vor-
quellungszeit von 3 Stunden keimten ca. 409, der
Samen, nach einer Vorquellungszeit von 24 Stunden
ca. 25% und nach einer Vorquellungszeit von
48 Stunden nur noch 1,5%,. Wihrend die 3 gekeimten
Pflinzchen der Versuchsserie mit 48stiindiger Vor-
quellungszeit zugrunde gingen, war die Uberlebenden-
rate bei den anderen Versuchsserien recht unter-
schiedlich. Nach AMS-Einwirkung auf trockene Sa-
men iiberlebten 30 Pflanzen = 28,49, nach Einwir-
kung auf 3 Stunden vorgequollene Samen iiberlebten
43 Pflanzen = 48,3% und nach Einwirkung auf
24 Stunden vorgequollene Samen waren es 21 Pflan-
zen = 42,0%, die ins Freiland versetzt werden
konnten.

Inwieweit den einzelnen Werten Bedeutung beige-
messen werden kann, mag dahingestellt bleiben.
Wesentlich ist dagegen der folgende Befund: Alle
iiberlebenden Pflanzen zeigten gegeniiber den Kon-
trollpflanzen eindeutige Unterschiede. Die M;-Gene-
ration war zu 1009, verdndert!

Als Ursache solcher M;-Abweichungen kommen bei
Oenothera in erster Linie chromosomale Strukturver-
dnderungen in Betracht. Das konnte fiir X;-Abwei-

Tabelle 1. Ergebnisse der Samenbehandlung mit einer 0,1 %igen AMS-Lisung.

gebildet werden oder auf em-

bryonalen Stadien zugrunde- forae

der Vorquellung

Zahl der
ausgelegten Samen

Zahl der ‘ Zahl der tber-
gekeimten Samen 1 lebenden Pflanzen

Zahl der
mutierten Pflanzen

gehen (ARNOLD 1958). Die ab-
weichenden Typen sind demzu- ‘
folge B.l-Mutanten. 23 ” 1‘
Die Oenothera berteriana be- 48 1

sitzt 2n = 14 Chromosomen, die

sich in der Diakinese zu einem 14gliedrigen Ring
anordnen. Die B.-Mutanten wurden soweit wie
moglich auf ihre Chromosomenzahl und auf ihre
Chromosomenanordnung gepriift. Zu diesem Zweck
wurden von Pollenmutterzellen Karminessigsiure-
Quetschpriparate hergestellt. Jede Diakinesekonfi-
guration, die vom normalen 14er Ring abweicht, wie
zum Beispiel 8er Ring + 6er Ring, gilt als Beweis fiir
eine stattgefundene reziproke Translokation. Wih-

o Std.

202 105 = 52,5% l 30 = 28,69, ; 30 = 1009,
199 91 = 45,7% | 43 = 48,3% 43 = 1009
198 49 = 24,7% 21 = 42,9%, 21 = 100Y,
200 3= 1,5% o —

Tabelle 2. Die Hiohe dev Pollenstevilitit in dey M,-Generation.

D;::r Zahl der Zahl der I.Jflanzen i Zahi der Pflanzen

Vor- pollensterilen Pflanzen mit verrr'n.nfierter | mit nqrrpaler
quellung Fertilitat : Fertilitat

|

o Std. 2 26 3

3 . 11 20 12
24 ,, 9 13 o

22 =22,9% = 59 =0615%  15=156%
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cher nach Réntgenbestrahlung von ARNOLD (1963),
ArNOLD und KRESSEL (1965b) sowie KRAUTBLATTER
und ARNOLD (1967) mit Sicherheit nachgewiesen
werden. Auf keinen Fall kénnen diese Abweichungen
als Modifikationen aufgefal8t werden. Dagegen spre-
chen vor allem die Tatsachen, daBl die Abweicher-
typen sich meist spezifisch voneinander unterscheiden
und daB sie sehr hdaufig Chimiren darstellen. Auch der
hohe Grad der Pollensterilitit muB als Indiz fiir das
Vorliegen von Chromosomenmutationen angesehen
werden. 22,99, aller M;-Abweicher waren vollig
pollensteril (s. Tab. 2), 61,59, hatten eine deutlich
verminderte Fertilitdt, wihrend nur 15,69, eine nor-
male Fertilitdt besaBen. Diese Werte beziehen sich
auf den mengenmiBigen Inhalt der Antheren; inwie-
weit die Pollenkérner der als normal deklarierten
Antheren keimfihig waren, konnte nicht gepriift
werden. Moglicherweise ist der Grad der Pollensterili-
tidt noch hoher.

Die von anderen Autoren (s. S.365) festgestellte
auBergewdhnlich hohe mutagene Potenz von AMS
ist damit erneut bestdtigt worden. Es sei am Rande
vermerkt, daB wir in jlingster Zeit auch einige Nitros-
amide, die von MARQUARDT, ZIMMERMANN und
SCHWAIER (1963, 1964) als mutagene Agenzien
empfohlen werden, auf Samen der Oenothera ber-
teriana eingesetzt haben. Wihrend wir mit N-
Nitroso-N-methyl-N’-nitroguanidin und N-Nitroso-
N-methyl-caprylsiureamid keine besonderen Effekte
erzielten, waren nach einer z4stiindigen Behandlung
mit einer 0,01%igen L&sung von N-Nitroso-N-
methyl-harnstoff (NMH) alle iiberlebenden Pflanzen
von den Kontrollen unterschieden. Sehr hiufig
konnte man wieder die Chimirennatur der M;-Ab-
weicher erkennen. Wir erhielten also durch Einsatz
von NMH, genau wie bei AMS, eine 100%ig ver-
anderte M;-Generation. Einen relativ hohen muta-
genen Effekt durch NMH erzielten auch MULLER
(1964) bei Arabidopsis sowie zumindest teilweise
MicHAELIS, SCHONEICH und RIEGER (1965) bei Vicia
faba und Ascitestumoren.

Die M,-Abweicher nach AMS-Behandlung wurden
durchnumeriert und einzeln beschrieben. Die Ab-
weicher AMS 1—30 stammten aus Versuchen, bei
denen trockene Samen behandelt wurden. Die Ab-
weicher AMS 31—73 gingen aus Versuchsserien her-
vor, bei denen 3 Stunden
vorgequollene Samen be-
handelt wurden, und die
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Tabelle 3. Aufstellung dev M,-Mutanten, die ohne Nach-

kommenschaft blieben. 14 O = Diakineseanovdnung 14ev

Ring, 14 = Nachweis der 14 Chvomosomen ohne Fesistellung
der Diakineseanordnung.

| AMS 68

AMS 1 (14 O) | AMS 25 (14 O) AMS 82
2 (14 O) 26 (14 ) 68 84
5(14 O) 30 (14 O) 72 86
7 (14 O) 36 (14 O) 73 88
9 (14 ) 43 74 89
16 (14 O) 45 76 90
20 (14 O) 54 79 93
22 (14 O) 62 8o
24 (14 O) 635 81

zungsversuche ohne jeden Erfolg, wir erhielten weder
nach Selbstung noch nach den B.II- und [.II-
Kreuzungen eine lebensfihige Nachkommenschaft
(s. Tab. 3). Diese MiBerfolge hatten verschiedene Ur-
sachen: Ausbleiben der Befruchtung, Stérungen bei
der Embryoentwicklung, Keimunfihigkeit der Sa-
men, Lebensuntiichtigkeit der Keimpflinzchen. In
allen diesen Fillen war bei beiden Genomkomplexen
der durch AMS induzierte mutative Schaden zu groB,
als daB eine lebensfihige Nachkommenschaft hitte
entstehen kénnen. Bemerkenswert erscheint uns die
Tatsache, daBl die Letalitit sehr hiufig erst in der
Diplophase der M,-Generation wirksam wurde, zum
Beispiel als Keimunfihigkeit der Samen, wihrend
der gleiche Entwicklungszustand der M;-Generation
iiberlebt wurde. Die Ursache dieser Erscheinung ist
uns unbekannt. Vermutlich spielt hierbei die Chi-
mirenkonstitution der M,-Generation eine Rolle.

In Tabelle 4 sind diejenigen Ergebnisse zusammen-
gefaBBt, bei denen die M,-Generation mit wenigen Aus-
nahmen den Kontrollpflanzen glich. Diese normale
Nachkommenschaft tritt aber fast immer nur in
einer der beiden Kreuzungsserien auf, wihrend die
Selbstung und die andere Kreuzungsserie ginzlich
ohne Nachkommenschaft blieb. Diese Resultate er-
kliren sich dadurch, da infolge AMS-Behandlung
nur einer der beiden Komplexe eine Letalschidigung
erhielt, wihrend der andere Komplex normal geblie-
ben ist. Abweichend hiervon sind die Ergebnisse der
M,-Abweicher AMS 42 und 61. Da bei AMS 42 in
allen 3 Versuchsserien eine normale Nachkommen-
schaft auftrat, muB man annehmen, da3 bei diesem
M,-Abweicher infolge diplontischer Selektion (GAUL
1957) die Gameten wieder normal waren. Bei AMS 61

Tabelle 4. Evgebnisse der Selbstungen und Kreuzungen vevschiedener M-Mutanten (Ev-
liuterungen im Text). 14O = Diakineseanovdnung 14ev Ring, 14 bzw. 21 =

nachge-
wiesene Chromosomenzahl.

Formen AMS 74-94 stamm- e
. ach Jeal
Een a};SS den Eé{perlmen; My Mutante nach Selbstung nach B. I1-Kreuzung nach!. I71-Kreuzung
en mit Samen, denen ers
nach 24stiindiger Vorquel-  Ays 3(14 ) _ ‘ normal —
lung AMS zugesetzt wurde. + AMS 3b1 (21 )
Samtliche Abweicher wur- 8 (14 O) - normal =
den, soweit es die Fertili- 21 (14 ) - L Amema -
tdtsverhiltnisse zulieBen, 31 _ normal _
geselbstet und ebenfalls 34 (14 O) - - normal
mit den halbheterogamen 39 El4 8; - normai —
= 41 (14 — ; norma —

Ountiet Bestardn . I cawsge ) endiiie )

- A8 ’ 42 norma norma nor
kanntlich im 3 Geschlecht 57 — normal —
nur die Genomkomplexe B 59 — - norma}
oder [ iibertragen. 21 - Eg;ﬁ:{ norma

In 34 Fillen blieben 4 + AMS 87b1 (14 O)

die Selbstungs- und Kreu- 91 — normal -
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Tabelle 5. FErgebnisse dev Selbstungen und Kreuzungen verschiedenmer M,-Mutanten
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(Evlduterungen im Text). 140 = Diakineseanovdnung 14ev Ring,
14 bzw. 15 baw. 21 = nachgewiesene Chromosomenzahl.

M.-Mutante Nachkommenschaft
N nach Selbstung | nach B. II-Kreuzung ‘ nach [. I1-Kreuzung
AMS 53 - AMS 53b -
+ AMS 53a1 (21) 3
56 - - : -
.+ AMS 56¢c1
60 — AMS 60b . —
4+ AMS 6oc1 (2X)

63 — — AMS 63¢

69 — AMS 69b —

71 — AMS 71b —

77 — AMS 77b

78 — — AMS 78c

83 — — AMS 83¢

85 — — AMS 85¢

Tabelle 6. Evgebnisse und Kreuzungen vevschiedener M -Mutanien( Eviduterungenim Text).
14 O = Diakineseanovdnung 14ev Ring, 14 = nachgewiesene Chromosomenzahl.

M,-Mutante Nachkommenschaft
nach Selbstung nach B. II-Kreuzung ‘ nach l.II-Kreuzung
|
AMS 2 (14 ) - — | AMSz2c (14 )
.+ AMS 2c1 (21 )
5 (14 O) — - AMS 5¢c (14 O)
6 (14 Q) — — AMS 6¢
10 (14 O) — — | AMS 10c (14 )
12 (14 O) ] — . — i AMSi2¢ )
+ AMS 12a + AMS 12b1(15 ) | + AMS 1201
13 (14 O) - . - AMS13c (14 )
14 (14 O) - AMS 14b (14 ) -
+ AMS 14b1
+ AMS 14b2(14 O)
+ AMS 14Db3
15 — AMS 15b (14 O) —
17 (14 O) - AMS 17b (14 ) -
19 (14 O) — AMS 19b (14 )
27 (14 ) — — AMS 27(:
28 (14 O) — — AMS 28¢ (14 O)
. + AMS 28c1 (14 )
29 (14 O) — ‘ AMS 29b
32 (14 ) - — AMS 32¢ (14 O)
4+ AMS 32c1 (14 O)
. + AMS 32c2 (14 O)
35 (14 ) - AMS 35b (14 O) .
. + AMS 3501
37 (14 ) — AMS 37b }
38 (14 O) — - AMS 380 (14 O)
44 - . AMS #4¢ (14 O)
50 — AMS 5ob (14 )
51 — AMS 51b (14 )
52 ) — ; AMS 52c
AMS11 (14 Q) AMS 11a (14 0) . AMS 11b (14 O) AMS 11¢ (14 O)
+ AMS 11b1{14 O) | + AMS11c1 (14)4 %
46 — AMS 46b (14 O) normal
47 — normal AMS 47¢ (14 )
49 - AMS 49b (14 O)  AMS49c (14 O)
58 — AMS 58b AMS 58¢
64 — AMS 64b AMS 64c
66 AMS 66a AMS 66b
67 AMS 67a — ‘ normal
+ AMS 67a1 + AMS 67¢1 (14 )
75 AMS 75b AMS 75¢
94 — AMS g4b ‘ AMS g4¢

liegen die Verhiltnisse etwas anders, da der Samen-
ansatz sowohl nach B. II- als auch nach I. II-Kreu-
zung aulerordentlich gering war. Eine befriedigende
Erklirung kann zunichst nicht gegeben werden.

Einen Hinweis verdienen noch die sogenannten
Sekundidrabweicher, wie AMS 3b1, die stets nur in
Einzahl aufgetreten waren. Sie waren im Gegensatz
zur iibrigen Nachkommenschaft eindeutig verindert,
doch waren sie niemals mit ihren Mutterpflanzen
identisch.
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Die in der Tabelle 5 zu-
sammengefaBten Ergeb-
nisse gleichen insofern de-
nen der Tabelle 4, als die
Selbstung und eine der bei-
den Kreuzungsserien ohne
Nachkommenschaft blieb,
wihrend in der jeweilig
anderen Kreuzungsserie
Pflanzen auftraten. Diese
Pflanzen waren aber im Ge-
gensatz zu den Ergebnissen
der Tabelle 4 nicht mit
den Kontrollpflanzen iden-
tisch. Auch hier ist die In-
terpretation einfach: durch
AMS-Behandlung wurde
einer der beiden Komplexe
letal geschidigt, der andere
nur mutativ verdndert. In
keinem Fall waren die
M,-Abweicher mit den
Mutterpflanzen identisch.
Das ist weniger erstaun-
lich, da die unmittelbar aus
der AMS-Samenbehand-

lung hervorgehenden
Pflanzen meist keine ein-
heitliche genetische Kon-
stitution hatten, sondern
Chiméren waren. Auch
hier finden wir wieder soge-
nannte  Sekunddrabwei-
cher, die mit Ausnahme
von AMS 60c1 nur in Ein-
zahl auftraten.

In Tabelle 6 sind unter-
schiedliche Ergebnisse zu-
sammengefa3t worden. Bei
AMS 46 kann man auf
Grund der Kreuzungsresul-
tate schlieBen, daB durch
die mutagene Behandlung
der I-Komplex verdndert
worden ist, wiahrend der
Komplex B normal geblie-
benist. Bei AMS 47 ist es
gerade umgekehrt. Bei den
Mutanten AMS 11, 49, 58,
64, 75 und 94 sind sowohl
der B-Komplex als auch
der [-Komplex mutativ
verdndert worden. Beiden
Mutanten AMS 66 und 67
sind die Verhéltnisse un-
klar. Da weitere genetische

Analysen unterblieben sind, wollen wir die an sich
moglichen Erklirungsversuche unterlassen. Auch hier
finden wir in der M,-Generation wieder vereinzelt

Sekundidrabweicher.

Die Beobachtungen an der M,-Generation offen-
barten einen deutlichen Unterschied zur X,-Genera-
tion nach Roéntgenbestrahlung: die Zahl der lebens-
fihigen M,-Mutanten war wesentlich hgher. Bei den
Réntgenbestrahlungsversuchen war die X,-Genera-
tion infolge letaler Effekte entweder ganz ausgefallen
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oder bestand in erster Linie aus normalen berteriana-
Pflanzen. Von 22 X -Mutanten der Oenothera berteri-
ana erhielten wir nur in einem Fall eine einheitlich
verdnderte Nachkommenschaft. Die X,-Mutanten
traten meist nur in Einzahl auf (ARNOLD 1962). Sie
sind zumindest in dieser Hinsicht vergleichbar mit
unseren Sekundidrabweichern. Aber auch beziiglich
der Entstehungsursache diirften sie mit diesen Se-
kundidrabweichern identisch sein. Zwar sind die Ent-
stehungsursachen in den einzelnen Fillen sehr unter-
schiedlich, doch ist ihr Auftreten niemals die un-
mittelbare Folge der mutagenen Behandlung. Sie
entstehen vielmehr auf Grund von Vorgingen, die sich
in den M;- bzw. X,-Mutanten abspielen, es handelt
sich meist um weitere chromosomale Strukturverin-
derungen. Die Genese solcher Sekundirmutanten
wurde besonders von ARNOLD, KRESSEL und FELLEN-
BERG (1063) untersucht.

R L
Abb. 1. Chromosomenbruchstiick innerhalb des
Kettenverbandes der Diakinesechroniosomen.

Cytologische Evgebnisse

Auf Grund der Untersuchungen von ARNOLD

Maria KRESSEL und CARL-GEROLD ARNOLD:

Abb. 2. Chromosomenbruchstiick in trivalenter
Bindung mit der Chromosomenkette verbunden.
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somige Diakinesering gefunden (s. Tab. 4 bis 8).
Andererseits bedeutet das Fehlen von Translokationen
nicht, daB AMS keinerlei chromosomale Struktur-
verinderungen auslést. Sie konnen wegen der geringen
GroBe der Chromosomen aber nur mit Schwierig-
keiten nachgewiesen werden. Immerhin konnten des
ofteren Chromosomenbruchstiicke gefunden werden .
Diese befinden sich sehr hidufig innerhalb des Ketten-
verbandes der Diakinesechromosomen (s. Abb. 1), in
anderen Fllen sind sie nur in Form einer trivalenten
Bindung mit der Chromosomenkette verbunden
(s. Abb. 2) und schlieBlich konnten diese Bruchstiicke
auch einzeln beobachtet werden, ohne jede Verbin-
dung mit den iibrigen Chromosomen. In Abb. 5 sieht
man eine meiotische Anaphase, bei der ein Chromo-
somenbruchstiick offenbar in der Aquatorialplatte
liegen geblieben ist. Auch die hidufig vorkommenden
Trivalentbindungen der Diakinesechromosomen (s.

Abb. 3. 14chromosomige Diakinesekette
mit Trivalentbindung.

(1962), ArRNoLD und KRESSEL (1965b) und Kravr- [

BLATTER und ARNOLD (1967) konnte festgestellt wer-
den, daf} die X;-Abweicher nach Réntgenbestrahlung
durch chromosomale Strukturveridnderungen hervor-
gerufen werden. Um einen Vergleich mit der AMS-
Wirkung zu ermoéglichen, wurden auch die M;-
Pflanzen cytologisch gepriift, und zwar vor allem die
Abweicher AMS 1—30. Das Ergebnis lautet folgen-
dermalen: Bei 28 M;-Abweichern konnte eine ent-
sprechende Untersuchung durchgefiihrt werden, da-
bei wurde in allen Fillen die normale Chromosomen-
zahl 2n = 14 festgestellt. Bei 23 M,-Abweichern
konnte dariiber hinaus die Chromosomenanordnung
in der Diakinese ermittelt werden, auch hier wurde
ausnahmslos nur der normale 14chromosomige Ring
beobachtet (s. Tab. 3 bis 6). Die M,;-Abweicher der
anderen Versuchsreihen konnten bei weitem weniger
vollstandig iberpriift werden, doch gab es nirgends
Abweichungen von dem eben genannten Ergebnis.
Das steht im deutlichen Gegensatz zu den Resultaten
nach Réntgenbestrahlung. So hatten zum Beispiel
von 28 X,-Mutanten der Oenothera berteriana 14 For-
men abweichende Konfigurationen (ARNOLD und
KRESSEL 1965b, Tab. 1). Da aber abweichende Konfi-
gurationen eindeutige Kennzeichen fiir stattgefunde-
ne Translokationen darstellen, sind wir zu der Aus-
sage berechtigt, dal AMS, im Gegensatz zu Réntgen-
strahlen, bei Oenothera berteriana keine Translo-
kationen hervorruft. Die Untersuchungen an der M,-
Generation konnten dieses Ergebnis bestéitigen, auch
hier wurde immer wieder der normale 14chromo-

Abb. 4. Diakinesechromosomen mit Trivalentbindung.

Abb. 5, Meiotische Anaphase mit beginnender Bildung einer Chromosomen-
briicke. Daneben liegt ein Chromosomenbruchstiick.

Abb. 3, 4) weisen auf Aberrationen hin. Trivalent-
bindungen kénnen bei 14chromosomigen Oenotheren
nur durch Paarungen nicht-homologer Chromosomen
zustande kommen. Da bei den Kontrollen solche
Inhomologenpaarungen nicht vorkommen, miissen
wir annehmen, daB sie entweder durch AMS-Behand-
lung direkt ausgeldst werden oder indirekt in der
Weise, dal sie die Folge kleiner homologer Segmente
sind, die erst nach AMS-Behandlung an dem an sich
nicht-homologen Partner auftreten. Die zweite Még-
lichkeit ist wohl die weitaus wahrscheinlichere. Sie
setzt jedoch voraus, daB durch AMS gewisse chromo-
somale Aberrationen induziert worden sind. Des
weiteren wurden an den M,-Abweichern zuweilen
Anomalien bei der meiotischen Anaphase, zum Bei-
spiel Briickenbildungen (s. Abb. 5), sowie Stérungen
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bei der Bildung der Pollentetraden (s. Abb. 6, 7) fest-
gestellt. In den Abb. 6 und 7 ist eine Teilung des
Protoplasten der Pollenmutterzelle bereits nach der
ersten Reifungsteilung erfolgt. Wihrend sich die
Chromosomen in Abb. 6 im Interphasestadium be-
finden, sind sie in der Abb. # bereits mitten in der
zweiten, mitotischen Reifungsteilung. Eine statisti-
sche Erfassung dieser Abnormititen konnte nicht
durchgefiithrt werden, da in vielen Féllen eine ganz
eindeutige Beobachtung nicht mdglich war. Immer-
hinweisen auch diese Phiinomene darauf hin, daB AMS
an den Chromosomen irgend-
welche Schidden verursacht.

In den Selbstungs- und Kreu-
zungsnachkommenschaften di-
ploider Réntgenmutanten traten
in erstaunlicher Haufigkeit tri-
some Mutanten auf. Nach Ar-
NOLD (1962) hatten 53,19, aller
X,-Mutanten15 =(2n + 1) Chro-
mosomen. In den Nachkommen-
schaften der ebenfalls diploiden
AMS-Mutanten war das nicht
der Fall. Fast alle M,-Mutanten
hatten 2 n = 14 Chromosomen,
die sich ausnahmslos in der Dia-
kinese zu einem 14er Ring for-
mierten (s. Tab. 4 bis 6). Die
einzige trisome Pflanze war der
Sekunddrabweicher AMS 12b1
(s. Tab. 5), der aber nur in einem
einzigen Exemplar auftrat. Aus
dem Fehlen trisomer Pflanzen
in der M,-Generation ergibt sich
erneut ein deutlicher Unterschied zwischen der Wir-
kung von Réntgenstrahlen und AMS.

IV. Diskussion

Bei der Besprechung der genetischen Ergebnisse
konnen wir uns sehr kurz fassen. Denn der Befund,
daB3 AMS ein auBerordentlich starkes Mutagen dar-
stellt und in seiner mutagenen Wirkung die Rontgen-
strahlen iibertrifft, stellt nur eine Bestdtigung friithe-
rer Befunde dar. Das geht nicht nur aus der groflen
Zahl der M,;-Abweicher hervor, sondern auch oder
besonders aus der groBen Zahl der lebensfahigen M,-
Mutanten. Einen dhnlich hohen mutagenen Effekt
kann man bei Oenothera berteriana auch mit N-
Nitroso-N-methyl-harnstoff (NMH) erzielen. Da in
diesem Fall die Aufzucht der M,-Generation noch
nicht erfolgt ist, kann noch nicht ausgesagt werden,
ob auch bei NMH die starke mutagene Potenz mit
einer nur relativ geringen Vitalitdtsminderung ver-
bunden ist.

Cytologisch lassen sich bei Oenothera von allen
Aberrationstypen am deutlichsten reziproke Trans-
lokationen nachweisen, weil sie zu Abdnderungen der
typischen und relativ leicht erkennbaren Diakinese-
konfigurationen fiihren. Der Nachweis anderer Arten
von Chromosomenmutationen ist meist schwierig und
oft nur in Verbindung mit einer genetischen Analyse
moglich (ARNOLD 1963). Es konnte gezeigt werden,
daB AMS bei Oenothera keine Translokationen ver-
ursacht. Das steht im deutlichen Gegensatz zur Wir-
kung von Roéntgenstrahlen, denn bet Rontgen-
mutanten sind Translokationen in groBer Zahl nach-

Die mutagene Wirkung von Athylmethansulfonat bei Oenothera bevieviana

Abb. 6. Teilung des Protoplasten einer Tollenmutter-
zelle nach der ersten Reifungsteilung. Chromosomen
im Interphasestadium.
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weisbar. So waren bei 12 von 27 cytologisch unter-
suchten X,-Mutanten abweichende Diakinesekonfi-
gurationen gefunden worden (ARNOLD und KRESSEL
1965b). Aber auch bei den Formen, bei denen nur
der normale 14chromosomige Diakinesering beob-
achtet wurde, sind translozierte Chromosomen nicht
ausgeschlossen. Denn auch nach stattgefundenen
Translokationen kénnen sich die Diakinesechromoso-
men in vielen Fillen wieder zu einem 14chromosomi-
gen Ring formieren. Viele Translokationsvorginge
entziehen sich also der cytologischen Beobachtung,

Abb. 7. Teilung des Protoplasten einer Pollenmutter-
zelle nach der ersten Reifungsteilung. Chromosomen
im Stadium der zweiten Reifungsteilung.

so dabB die tatsdchliche Translokationsrate nach Be-
strahlung immer hoher liegt als festgestellt werden
konnte.

Obwohl durch AMS-Behandlung, im Gegensatz zur
Roéntgenbestrahlung, keine Translokationen aus-
gelost werden kénnen, bleibt AMS nicht ohne Wir-
kung. Auf Grund der Beobachtung von Chromoso-
menbruchstiicken und anderen Anomalien konnte
geschlossen werden, daB3 AMS Kkleinere chromosomale
Strukturverdnderungen verursacht.

Beziiglich des cytologischen Effektes von AMS
findet man in der Literatur sehr unterschiedliche An-
gaben. Nach FrREESE-GERTZEN, KoONzZaK, NILAN,
HEINER (1964) und AMANO und SmitH (1965) erhilt
man nach AMS-Behandlung bei Gerste bzw. Mais
entweder gar keine oder nur sehr wenige Chromo-
somenaberrationen (weitere Beispiele bei Gaul
1963). J. und M. MouTscHEN-DAHMEN (1963) konn-
ten bei Vicia faba Aberrationen erst dann feststellen,
wenn zusdtzlich bestimmte Salze gegeben wurden.
So lieBen vor allem Cu- und Zn-Ionen die Aberrations-
rate stark ansteigen. Dagegen erhielten RIEGER und
MicHAELIS (1960) bei Vicia faba, Bari (1963) und
RA0 und SEARS (1964) bei Weizen sowie MOUTSCHEN,
MoEs und GILOT (1964) und NATARAJAN und SHIVA-
SANKAR (1965) bei Gerste zahlreiche Chromosomen-
mutationen.

Die vorliegenden Ergebnisse sind also widerspriich-
lich. Doch diirfte sicher sein, daB man durch AMS
chromosomale Strukturverinderungen auslésen kann.
Wenn manche Autoren sichtbare Chromosomen-
mutationen nicht finden konnten, so liegt das sicher-
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lich an dem geringen Ausmaf der Aberrationen. Auch
SaTo und GAUL (1967) vermuten, daB durch AMS
vor allem kleine, nicht-sichtbare Defizienzen hervor-
gerufen werden, die wiederum die Hauptursache fiir
den hohen Pollensterilititsgrad darstellen. Unsere
Resultate weisen ebenfalls auf die aberrationsauslo-
sende Wirkung von AMS hin.

Die Frage, ob durch AMS Chromosomenmutationen
induziert werden koénnen, mul positiv beantwortet
werden. Dagegen bestehen nach wie vor Wider-
spriiche beziiglich der Qualitdt der Aberrationstypen.
Riecer und MICHAELIS (1960) betonen, daB bei
Vicia faba die durch AMS induzierten Aberrations-
typen sich qualitativ nicht von denen der bisher ge-
testeten Radiomimetica unterscheiden. Demgegen-
iiber konnten wir bei Oenothera ausschlieBlich kleine,
kaum wahrnehmbare Aberrationen feststellen, zum
Teil konnte das Vorliegen von Aberrationen nur in-
direkt auf Grund anderer Anomalien erschlossen
werden. Die bei Oenothera leicht feststellbaren und an
sich hiufig vorkommenden Translokationen wurden
nicht gefunden. Unsere Ergebnisse stehen in Uberein-
stimmung mit denen von SaTo und GAUL (1967) an
Gerste. Auch sie fanden an Meiose-Chromosomen
kaum Translokationen, dagegen konnten ander-
weitige Anomalien hiufig beobachtet werden.

Die Ursachen der unterschiedlichen Ergebnisse
bleiben zunichst ungeklirt. Zu beachten bleibt der
Hinweis von RIEGER und MICHAELIS (1960), wonach
bei Vicia faba jene Aberrationen nur in einem be-
stimmten, relativ eng begrenzten Konzentrations-
bereich auftraten, der der Letalititsschwelle ziemlich
nahesteht. Wir halten es jedoch fiir wenig wahr-
scheinlich, daB3 wir diesen Bereich nicht erfal3t hatten,
zumal auch in unseren Versuchen die ILetalitéts-
schwelle iiberschritten wurde.

Im Gegensatz zu den M,-Mutanten nach AMS-
Behandlung waren die X,-Mutanten nach Réntgen-
bestrahlung vor allem durch den Besitz translozierter
Chromosomen ausgezeichnet. In den Selbstungs- und
Kreuzungsnachkommenschaften  dieser diploiden
Roéntgenmutanten traten in erstaunlicher Haufigkeit
trisome Mutanten auf. Nach ARNOLD (1962) hatten
53,1% aller X,-Mutanten 15, also 2n 4 1 Chromo-
somen. Diese hohe Zahl ist aber durchaus plausibel,
wenn man bedenkt, daB nach reziproken Translo-
kationen zu 50%, ungeradzahlige Diakineseringe ent-
stehen. Wiahrend bei einem normalen 14er Ring in der
meiotischen Anaphase in der Regel eine 7—7 Chro-
mosomenverteilung stattfindet, kommt es zum Bei-
spiel bei einer Diakineseanordnung ger Ring + 5er
Ring zu einer 5—4- bzw. 3—2-Verteilung. Das heil3t
aber, daB bis zu einem Viertel aller Gonen 8, also
n + 1 Chromosomen besitzen, die nach erfolgter Be-
fruchtung zu 15chromosomigen Pflanzen fiihren
koénnen. Eine Erhohung der Zahl trisomer Pflanzen
in der Nachkommenschaft diploider Mutanten mit
ungeradzahligen Diakineseringen konnte tatsich-
lich festgestellt werden (ARNOLD und KRESSEL
1965b). Sie blieb sogar unter der theoretischen Er-
wartung. Dies hat wiederum seinen Grund in der
Tatsache, daB die meisten trisomen Konstitutionen
Letalitdt bewirken.

Erstaunlicherweise traten trisome Pflanzen aber
auch in der Nachkommenschaft solcher X;-Mutanten
auf, die zwar abweichende, aber geradzahlige Diaki-
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neseringe hatten, wie zum Beispiel bei Pflanzen mit
der Anordnung 8er Ring + 6er Ring. Da normaler-
weise die Entstehungsursache fiir Trisomie das Nicht-
trennen homologer Chromosomen in der Meiose ist
(= Non-disjunction), haben wir geschlossen, daB

- durch Vorhandensein translozierter Chromosomen das

Non-disjunction geférdert wird. CATCHESIDE (1963)
kommt zu demselben SchluB. Er konnte an einemroént-
geninduzierten 4er Ring der homozygoten Oenothera
blandina des 6fteren Non-disjunction feststellen.

ARrRNOLD und KRESSEL (1965b) schrinkten diese
Aussage jedoch ein. Denn auch bei Oenothera werden
durch Bestrahlung nicht nur Translokationen indu-
ziert, sondern auch alle anderen Typen chromoso-
maler Aberrationen. So konnte ARNOLD (1963) auf
Grund einer genetischen Analyse strahleninduzierte
Defizienzen nachweisen. Es war also durchaus nicht
sicher, ob fir die Haufung des Non-disjunction die
translozierten Chromosomen verantwortlich sind. Es
hitten dafiir genau so gut die anderweitig strahlen-
geschidigten Chromosomen in Frage kommen kon-
nen.

Durch unsere Untersuchungen mit AMS konnte
diese vorerst offen gebliebene Frage beantwortet
werden. Nach AMS-Behandlung sind in der M-
Generation keine Translokationen beobachtet worden
und in der M, wurden bis auf eine Ausnahme keine
trisomen Pflanzen festgestellt. Aus diesen Tatsachen
148t sich wohl eindeutig ein Zusammenhang zwischen
translozierten Chromosomen und Héaufung des Non-
disjunction ableiten; um so mehr als nach AMS-
Behandlung anderweitige chromosomale Aberrationen
durchaus vorkommen, ohne daf dadurch die Haufig-
keit des Non-disjunction erhoht wird.

Zusammenfassung

Samen der komplexheterozygoten Oenothera ber-
teriana wurden in verschiedener Weise mit Athyl-
methansulfonat (AMS) behandelt. Wihrend nach
Einwirkung einer 1%igen Losung vollige Letalitét
die Folge war, waren nach Behandlung mit einer
0,1%igen AMS-Lésung alle iiberlebenden Pflanzen
der M;-Generation mutativ verdndert. Hinsichtlich
der mutagenen Potenz iibertrifft AMS eindeutig die
Réntgenstrahlen. Dies wird auch bestitigt durch die
hohere Zahl lebensfihiger Mutanten in der Folge-
generation.

Wihrend die X;-Mutanten nach Réntgenbestrah-
lung vor allem durch Translokationen gekennzeichnet
sind, fehlen Translokationen nach AMS-Behandlung
vollkommen. Durch AMS werden nur kleine, kaum
sichtbare Aberrationen ausgelost. Wir kénnen also
beziiglich der Qualitit der Chromosomenmutationen
einen eindeutigen Unterschied zwischen Rontgen-
bestrahlung und AMS-Behandlung feststellen.

In der Nachkommenschaft diploider X,-Réntgen-
mutanten treten sehr hiufig trisome Pflanzen auf.
Dagegen fehlen trisome Formen in der Folgegenera-
tion der diploiden AMS-Mutanten vollkommen. Da-
durch konnte die {rithere Vermutung Dbestétigt
werden, wonach translozierte Chromosomen verant-
wortlich sind fiir die Hiufung des Non-disjunction,
das schlieBlich zur Entstehung trisomer Pflanzen

fiithrt.
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir die
finanzielle Unterstiitzung gedankt.
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Physiologisch-genetische Untersuchungen
zur Trockenmassebildung in Maisblittern
unter Berticksichtigung von Stofftransport und Ertrag
R. FOCKE

Institut fir Pflanzenziichtung Bernburg der Deutschen Akademie der Landwirtschaftswissenschaften zu Berlin

Physiological-Genetic Investigations on Dry Matter
Formation in Maize Leaves, with Special Attention to
Transport and Yield

Summary. The formation and transport of assimilation
products were examined in order to determine their rela-
tion to growth and yield. Pieces of maize leaves were used
for this purpose. The three genotypes tested showed
differences between the quantities of assimilation pro-
ducts that were 1) transported from leaves during the
day, 2) accumulated in leaves in the daytime, and
3) respirated at night.

The ratio of day/night dispersion of assimilation pro-
ducts determines the extent of vegetative or generative
growth. This characteristic exhibits hereditary variation
and can be modified as experiments on plant density have
shown.

The hybrid has a lower respiration, probably as the
result of an enzymatic reaction which requires less energy

for its completion, and is regarded as the primary cause
for the development of heterosis.

Einleitung

Der Umfang der Assimilationsfliche und die pro
dm? Blattfliche in der Zeiteinheit produzierte Stoff-
menge sind die bestimmenden Faktoren fiir den Er-
trag. Der Stoffgewinn einer Blattflache ist abhéngig
von der Lichtsumme und -qualitit, der Temperatur
und dem CO,-Gehalt der Luft. Physiologische und
morphologische Gegebenheiten beeinflussen anderer-
seits bei entsprechenden Umweltverhidltnissen die
pro dm? erzeugte Stoffmenge.

Die den Ziichter interessierende IFrage nach den
erblichen Unterschieden der apparenten Assimilation



