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Das Pollenschlauch-Wachstum von Pisum-Mutanten 
unter Beriicksichtigung der freien Aminos/iuren 

G. JAHR und W. GOTTSCHALK 

Ins t i tu t  ftir Genetik der Universitlit  Bonn (BRD) 

The Pollen Tube Growth of Pisum Mutants under consideration of the Free Amino Acids 

Summary. The germination of the pollen grains and the growth rate of the pollen tubes of eight mutants of Pisum 
sativum were compared with the parent line by in vitro investigations. All of the mutants studied showed a retardation 
of pollen tube growth as compared to the parent line, resulting in competitive elimination of some of the gametes in 
plants heterozygous for the respective mutant genes. The deficit of recessive plants in the progenies of heterozygous 
mutant strains of peas can be attributed to this retardation. Marked differences between the various mutants with 
regard to the levels of various free amino acids in their pollen grains were found. Certain amino acids may be present 
in greatly reduced concentration or may be present in excess. In some genotypes pollen tube growth can be stimulated 
by adding the deficient amino acid. This is especially true for proline, valine and threonine. As far as the other amino 
acids are concerned, the mutants studied showed varying reactions. The germination rate of the pollen grains is reduced 
by proline and threonine; germination is completely inhibited by glutamine. The amino acids isoleucine, histidine and 
cysteine retard pollen tube growth in all the mutants investigated. This is also true for leucine which, however, has a 
stimulating effect in one of the chlorophyll mutants. 

Einleitung 

Das Pollenschlauch-Wachstum ist ein empfind- 
licher physiologiseher Vorgang, der in einer bioche- 
mischen Wechselwirkung zum Narben- und Griffel- 
gewebe steht  und yon zahlreichen Genen gesteuert  
wird. Bet heterozygot-mutier ten Organismen k6nnen 
Differenzen in der Wachstumsgeschwindigkeit  der 
Schl/iuche verschiedener genetischer Konst i tut ion zu 
unterschiedlichen Befruchtungschancen der Gameten 
ftihren, die sich auf das Spaltungsverh~tltnis in den 
Nachkommenschaf ten  der betreffenden Pflanzen aus- 
wirken. Dieses Ph~tnomen wird als Certation bezeich- 
net und ist vornehmlich an Oenothera (Renner t9 t9 ,  
1921, Heribert-Nilsson 1920, Hior th  t926, Har te  
1948, 1952, t953), aber auch an Datura (Sirks t926), 
Melandrium (Correns 1917) und anderen Objekten 
bearbei tet  worden. Das Pollenschlauch-Wachstum 
kann zwar unter  dem EinfluB mut ier ter  Gene ver- 
~indert werden (Hiorth t926, Emerson 193t, Buch- 
holz und Blakeslee t936), die Wachstumsgeschwin- 
digkeit ist jedoch als Ergebnis aller posit iv und nega- 
t iv wirkenden Gene aufzufassen, die im Pollenkorn 
vorhanden sind (Harte 1953). Die eben erw~ihnten 
Abweichungen von den Erwartungswerten mono- 
merer  Erbg~inge t re ten bet zahlreichen Mutanten in 
Form eines schwach oder sehr s tark ausgepr~igten 
Rezessivendefizits in Erscheinung. Es ist kaum an- 
zunehmen, dab dieser t ibereinstimmende Effekt  im 
Pleiotropiespektrum einer so groBen Anzahl ver- 
schiedener Gene begrtindet ist; wir miissen vielmehr 
nach einer In terpre ta t ion suchen, die die Spezifitiit 
der Genwirkung unbe~ticksichtigt 15A3t. Eine fast allen 

Mutanten gemeinsame Eigenart  liegt in der Herab-  
setzung ihrer Vitalit~it und Fertilit~it gegentiber der 
nichtmutier ten Ausgangsform, die ebenfalls in keinem 
kausalen Zusammenhang mit  der spezifischen Wir- 
kung der mutier ten Gene auf die Organgestaltung 
oder auf andere Eigenschaften des Organismus steM. 
Wenn wit diese Herabsetzung der Vitalltiit auf die 
physiologische Leistungsfiihigkeit von Pollenschliiu- 
chen mit  mutier ten Genen tibertragen, so ist eine 
Herabsetzung des Pollenschlauch-Wachstums zu er- 
warten, die in den Nachkommenschaf ten heterozy- 
got-mutier ter  Pflanzen zum Rezessivendefizit ftihren 
mtil3te. Diese Arbeitshypothese liegt unseren Unter-  
suchungen zugrunde. 

Die unterschiedliche physiologische Leistung der 
Pollenschliiuche yon Mutanten k6nnte auf eine ver- 
schiedenartige Aussta t tung der Pollenk6rner mit  
, ,Reservestoffen" zuriickzuftihlen sein. Derartige 
Substanzen, die w~ihrend der Keimung und des Pol- 
lenschlauch-Wachstums eine wichtige Rolle spielen, 
sind von zahlreichen Autoren quali tat iv und quanti-  
i a t iv  bes t immt worden. Dies gilt fiir Stiirke, Sac- 
charose und Glucose (Kiesel und Rubin 1929, Elser 
und Ganzmtiller 1930), Maltose und reduzierende 
Zucker (Anderson und Kulp t922, Linskens t955, 
Bellartz t956, Hrabe tova  und Tupy  t963), Lipide 
(Heyl t922), Enzyme (Haeckel 195t, Linskens 1966) 
und Proteine (Linskens t958). Eine wesentliche Rolle 
scheint in diesem Zusammenhang den freien Amino- 
sfiuren zuzukommen (Bathurst t954, Bellartz t956, 
Tupy  196t, t963, 1964, Bri t ikov et al. t964, Linskens 
und Tupy  1966). Tupy  (t963) hat  bet verschiedenen 
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Apfelsorten eine Korrelation zwischen der Pollenfer- 
tilitiit und dem Prolin-Histidin-Gehalt im Pollen 
nachgewiesen. Auch der grol3e Anteil an Pzolin, der 
yon Britikov et al. (t 964) im Pollen zahlreicher Pflan- 
zenarten gefunden wurde, weist auf die Bedeutung 
dieser Aminosgure ftir das Pollenschlauch-Wachstum 
hin. Beim Mais wurden ffir Alanin und Asparagin 
Unterschiede zwischen Individuen verschiedener 
genotypischer Konstitution bekannt (Khoo und Stin- 
san t957). 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die 
Pollenkeimung und das Pollenschlauch-Wachstum 
verschiedener Erbsenmutanten zu studieren und 
festzustellen, ob bestimmte Korrelationen zwischen 
der Wachstumsleistung und der Ausstattung des Pol- 
lens mit freien Aminos~iuren bestehen. AuBerdem 
sollte festgestellt werden, wie die Pollenschl~iuche der 
Mutanten auf die Zugabe freier Aminos~iuren zum 
N~thrmedium reagieren und ob sich gewisse MangeI- 
erscheinungen hierdurch ausgleichen lassen. 

Material und Methode  
Fiir die Untersuchungen wurden 8 r6ntgeninduzierte 

Mutanten der Sorte 'Dippes gelbe Viktoria' yon Pisurn 
sativum verwendet (Tab. 1). Die betreffenden Genotypen 
werden seit Jahren in Form homozygoter Linien am In- 
stitut kultiviert; sie zeigen sowohl im Hinblick ~uf ihre 
Spaltungsverhgltnisse als auch die Samenproduktion 
starke Unterschiede (Einzelheiten hieriiber bei Gott- 
schalk t 964). 

Die Pollen wurden an Freilandmaterial aus geschlos- 
senen Bliiten in einem Stadium gesammelt, in dem sie den 
Pollensack gerade verlassen batten. In diesem Stadium 
zeigen sie ein optimales Verhalten im Hinblick auf Kei- 
mung und Pollenschlauch-Wachstum. Als N~ihrmedium 
wurde eine wgl3rige L6sung yon 30% Saccharose und 1% 
Agar-Agar unter Zusatz yon 0,001% Borsgure verwendet. 
Die N~ihrl6sung wurde vor jedem Versuch frisch bereitet, 
in Petrischalen ausgegossen und in Form kleiner Scheiben 
von 1,5 mm Dicke auf Objekttriiger fibertragen. Nach 
dem Atffstiiuben des Pollens wurden die Objekttrgger im 
Exsikkator bei 25 ~ und konstanter relativer Luftfeuch- 
tigkeit aufbewahrt. Das Wachstum der Pollenschlguche 
wurde 3, 6 und t2 Stunden nach Versuchsbeginn photo- 
graphisch festgehalten nnd anhand der Vergr6Berungen 
ausgewertet. Da sich die Pollen bei der Keimung und 
beim Wachstum gegenseitig beeinfiussen k6nnen (Bran- 
scheidt 1930, Kuhn 1937, Schmucker 1935, Visser 1955), 
wurden fi~r die Auswertung nur jene Areale ber~cksich- 
tigt, in denen die Pollen in einer optimalen rgumlichen 
Entfernung voneinander lagen. 

Fiir die Ermittlung der empirischen Befunde wurden 
folgende Kriterien ausgewertet: die Keimungsrate und 
-geschwindigkeit der Pollen, die Geschwindigkeit des 
Poltenschlauch-Wachstums sowie die Gesamtl~inge der 
Schlguche bei Abschlul3 des Versuchs. 

Um den Einflul3 freier Aminosiiuren auf die Keimung 
und alas Pollenschlauch-Wachstum zu pr/ifen, wurde dem 
Nghrmedium jeweils eine 0,02%ige L6sung folgender gut 
wasserl6slicher Aminosiiuren zugesetzt: Alanin, Aspara- 
gin, Cystein, Glutamin, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leu- 
cin, Prolin, Serin, Threonin und Valin. Darfiber hinaus 
wurden die freien Aminosguren der Ausgangsform sowie 
aller Mutanten papierchromatographisch bestimmt. Hier- 
zu wurden yon jedem Genotypus die Pollen yon 20 his 
50 Blfiten gleicher Entwicklungsstadien zu einer Probe 
vereinigt, nach.Bestimmung des Frischgewichts bei 0 ~ 
mit 70%igem Athylalkohol zerrieben (Tupy t961) und 

anschliel3end zentrifugiert (7000/rain). Das 13berstehende 
wurde bei --20 ~ aufbewahrt. Die quantitative Be- 
stimmung der freien Aminosgmren erfolgte nach chro- 
matographischer Auftrennnng (Heilmann et al. t 957) im 
Spektralphotometer nach Linskens (t958) bei 504 nm. 
ProIin wurde nach IsantinfArbung bei 610 nm gemessen 
(Hrabetova und Tupy 1960). 

Die empir ischen Befunde 

1. Pollenkeimung und Pollenschlauch-Wachstum 
ohne Aminos~'ure-Zusatz 

Die K e i m u n g  der Pollenk6rner erfolgte 20 bis 
30 Minuten nach dem Auftragen auf das N~ihrme- 
dium; spiiter wurden keine Keimungen mehr beob- 
achtet. Alle ftir unsere Untersuchungen verwendeten 
Mutanten verhielten sich in dieser Beziehung wie die 
Ausgangsform, es war also kein Einflufl der mutierten 
Gene auf die Keimgeschwindigkeit nachweisbar. Auf- 
falienderweise wurden fiir die Keimungsrate, also den 
prozentualen Anteil der gekeimten Pollen, bei den 
meisten Genotypen Ahnliche Ergebnisse erhalten; sie 
sind in Abb. t graphisch dargestellt. Die Mutanten 
58C, 445A, t206A und t38 zeigen grol3e Schwankun- 
gen, die m6glicherweise auf gefingftigige physiolo- 
gische Unterschiede der Pollen zurtickzuftihren sind. 
Die aus der Abbildung ersichtlichen Differenzen zwi- 
schen den Genotypen 3, t38, t206A und 94A gegen- 
tiber der Ausgangsform sind signifikant. Die Mutan- 
ten sind in der Reihenfolge abnehmender Samen- 
ertr~ige angeordnet. W~ihrend sich die Genotypen 
58C und 39 in der Samenproduktion und damit in 
einem der wesentlichsten Kriterien ftir die Beurtei- 
lung des Selektionswerts mutierter Gene nicht vom 
Kontrollmaterial unterscheiden, zeigen die Chloro- 
phyllmutanten t206A und t38 sehr geringe Ertr~ige. 
Im Hinblick auf den Gesamtchlorophyllgehalt errei- 
chen sie nur Werte von 53 bzw. 69% der Ausgangs- 
form (Gottschalk und Mtiller t964), ihre geringe 
Kapazit~it wird also teilweise auf die eingeschr~tnkte 
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Abb. t. Die Streuung der Keimungsraten der Pollen der Aus- 
gangsform und einiger Mutanten yon Pisum. Von jedem Geno- 
typus wurden 9 \Viederholungen mit jeweils 300 Pollenk6rnern 

ausgewertet 
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Photosyntheseleistung zurtickzuffihren sein. Sie 
wirkt sich nicht auf die Keimf/ihigkeit der Pollen 
aus. 

Eine Sonderstellung n immt  die Blf i tenmutante 
94A ein, deren Pollen eine sehr schlechte Keimf~hig- 
keit aufweist. Das rezessive Gen wird erst wfihrend 
der Ausdifferenzierung des Vegetationskegels zur 
Blfite wirksam und hat  eine eigenartige Anomalie der 
Geschlechtsauspr~igung zur Folge. Die ~uBeren bei- 
den Glieder des Staubfadenrohres werden teilweise 
mit  in den Fruchtbla t t -Kreis  einbezogen und erlan- 
gen dadurch eine sexuelle Doppelnatur:  sie sind an 
der AuBenflanke m~innlich, an der Innenflanke weib- 
lich determiniert.  Der Fruchtknoten ist normal ge- 
staltet ,  die Mikrosporogenese verl~uft st6rungsfrei. 
Trotzdem ist die Samenproduktion dieser Mutante 
auBerordentlich gering. Dies ist offensiehtlich auf den 
geringen Keimungsgrad der Pollen sowie auf das 
stark herabgesetzte Pollenschlauch-Wachstum zu- 
rfickzuffihren. 

Zur Ermi t t lung des P o l l e n s c h l a u e h - W a c h s -  
t u r n s  wurde die L~nge der Schlfiuche bei allen Mu- 
tanten in Abst~inden von 3, 6 und t2 Stunden nach 
der Aussaat gemessen und auf die Vergleiehswerte der 
Ausgangsform bezogen. Da sich unter  den gegebenen 
Kulturbedingungen nach Ablauf von t 2 S t u n d e n  
keine weitere L~ingenzunahme der Schl~iuche nach- 
weisen lieB, wurden die Versuche einheitlieh naeh 
12 Stunden abgebrochen. Die Ergebnisse sind in 
Abb. 2 dargestellt. Das Material l~il3t sich in 4 ver- 
schiedene Gruppen aufgliedern. Zun~ichst ist festzu- 
stellen, dab keine der geprfiften Mutanten die Inten-  
sit,it des Pollenschlauch-Wachstums der S tammform 
erreicht. Die geringste Abweichung tr i t t  bei der Mu- 
tante  39 auf, einer typischen , ,Kle inmutante"  im 
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Abb. 2. Das Pollenschlauch-Wachstum der Mutanten mner- 
hMb yon t2 Stunden, bezogen auf den 3-Stunden-Wert der 

Ausgangsform = 100%. 
t. Gruppe : 

(von oben nach unten) 
-- Ausgangsform 
- -  Mutante 39 

2. Gruppe: -- Ausgangsform 
-- Mutante 58C 
- -  Mutante t38 
- -  Mutante t206A 

3. Gruppe: -- Ausgangsform 
- -  Mutante 3 
- -  Mutante 445 
-- Mutante 46C 

4. Gruppe: -- Ausgangsform 
-- Mut~nte 94A 

Sinne von Gaul (t965), die auch im Hinblick auf ihre 
Vitalitfit und Samenproduktion mit der S tammform 
vergleiehbar ist. Die zweite Gruppe setzt sich aus den 
Chlorophyllmutanten 58C, 138 und 1206A zusammen. 
Die Wachstumsleistung ihrer Pollensehl~iuehe weicht 
w~thrend der ersten drei Stunden nicht von derjenigen 
des Kontrollmaterials  ab, anschlieBend tr i t t  jedoch 
ein deutlicher Abfall ein. Die drit te Gruppe (Mutan- 
ten 3, 46C, 445A) zeigt von Anfang an eine geringere 
Wachstumsintensit~it; nach AbschluB des Versuehs 
werden L~tngen erreieht, die denen der zweiten Grup- 
pe entspreehen. Die Mutante 94A schlieBlieh, die 
schon im Hinblick auf die Keimungsrate stark von 
allen tibrigen Formen abweicht, zeigt auch im Pollen- 
schlauch-Waehstum ein sehr ungfinstiges Verhalten: 
Es werden Gesamtl~ingen erreieht, die unterhalb von 
50% der Vergleichswerte der S tammform liegen. Der 
aus der Mutationsforschung allgemein bekannte nega- 
tive Selektionswert mutier ter  Gene, der sich in einer 
Einsehr~tnkung der Lebenseignung und des Fort-  
pflanzungsdruckes der tiberwiegenden Mehrzahl aller 
Mutanten ~ugert, wird also auch beim Pollenschlaueh- 
Waehstum erkennbar,  w~ihrend er im Keimverhal ten 
der Pollen nicht in Erscheinung tr i t t .  

2. Die /re ien  Aminosiiuren der Pollen 

Mit Hilfe papierchromatographischer  Methoden 
sollte festgestellt werden, ob sich die Mutanten im 
Hinblick auf die freien Aminos~turen ihrer Pollen 
qual i ta t iv  oder quant i ta t iv  voneinander und gegen- 
fiber der Ausgangsform unterscheiden. Im Versuchs- 
material  konnten insgesamt 12 Aminos~iuren nach- 
gewiesen werden. AuBerdem t ra t  eine weitere blau- 
gef~trbte, ninhydrinposit ive Substanz auf, die mit  
Hilfe der zugegebenen AminosAuren nicht identifi- 
ziert werden konnte. Ffir Petunia-Pollen sind der- 
artige Substanzen ebenfalls bekannt  (Linskens t955). 
Histidin, Lysin und Serin lagen in so geringen Men- 
gen vor, dab sie nicht quant i ta t iv  erfaBt werden 
konnten. Leucin und Isoleucin lieBen sich mit  der 
angewendeten Methode nicht trennen, sie wurden da- 
her gemeinsam quant i ta t iv  best immt.  

Die Ergebnisse der papierchromatographischen 
Analysen sind in Tab. 2 zusammengestellt .  Aus der 
Tabelle geht hervor, dab die freien Aminos~iuren un- 
gef~thr 2% des Frischgewichts der Pollen ausmachen. 
Der Mittelwert der Mehrzahl aller geprfiften Geno- 
typen liegt in dieser Gr6Benordnung. Der Wert  far 
die Chlorophyllmutante 58C liegt deutlich h6her, 
wiihrend die Pollen der Mutante t206A eine auffal- 
lend geringe Menge freier Aminos~uren besitzen. Das 
Spektrum der Aminos~turen weicht in quali tat iver  
Beziehung bei keiner der untersuchten Mutanten von 
demjenigen der S tammform ab, es sind jedoch sehr 
gravierende Unterschiede im mengenm~Bigen Anteil 
der einzelnen Aminos~iuren feststellbar. Die geringste 
Abweichung zeigt wiederum die Kle inmutante  39: 
Sie besitzt weniger Threonin, w~ihrend die Menge aller 
fibrigen Aminos~iuren der bei der Ausgangsform reali- 

Theoret. Appl. Genetics, Vol. 43, No. 6 



G. Jahr und W. Gottschalk: Das Pollenschlauch-Wachstum von Pisum-Mutanten 285 

13- 

12- 

11- 

10" 

9 -  

8 -  

7-  

6 -  

5" 
Z,- 

3-  
2-  

1 - 

GLy 
Leu / 

Asp VoI. Iteu ALe Thr Gtu Pro 

Ausgangsform 

L~ Hutante g/.A 

N Hutante 138 

Leu/ 
Gty Asp VaJ. lieu AI.o Thr Gtu 

I Ausgangsfor m 

[~ Hutante 1206A 

D Hutente /,6C 

Pro 

Abb. 3. Der mengenmitl3ige Anteil verschiedener AminosAuren im Pollen der Ausgangsform sowie der Mutanten 94A, t38, 
1206A und 46C 

sierten Situation entspricht. Die stiirksten Abwei- 
chungen finden sich bei den Mutanten t38 und 94A, 
bei denen sich die Genwirkung auf jeweils 8 Amino- 
s~uren bezieht. Einzelheiten k6nnen der Tabelle ent- 
nommen werden. Ein Tell der Befunde ist in Abb. 3 
graphisch dargestellt, dadurch kommen die zwischen 
den Genotypen realisierten Unterschiede wesentlich 
deutlicher zum Ausdruck. So bildet die Blfitenmu- 
tante  94A von allen berficksichtigten Aminos~uren 
gr613ere Mengen als die Ausgangsform, lediglich der 
Prolingehalt ihrer Pollen liegt auffallend nicdrig. Bei 
der Mutante 1206A liegen alle Werte unterhalb der 
Kontrollwerte oder erreichen sie bestenfalls, w~hrend 
die Mutanten 138 und 46C keine allgemeingfiltige 
Tendenz erkennen lassen : einige Aminosituren werden 
in erh6hter, andere in verminderter  Menge produ- 
ziert. Das Prolin nimmt wegen seines hohen Anteils 
am Gesamtgehalt der freien Aminos~uren eine Son- 
derstellung ein. Der Prolingehalt schwankt bei den 
verschiedenen Genotypen zwischen 0,7% (Mutante 
t206A) und 1,6% (Mutante 58C) der Gesamtmenge 
der freien Aminos~uren im Pollen. 

3. Keimung und Pollenschlauch-Wachstum 
nach Zusatz von Aminosguren 

Aus Untersuchungen an Malus, Zea und Nicotiana 
haben sich deutliche Beziehungen zwischen der Pol- 
lenfertilit~tt und dem Gehalt der Pollen an freien 
Aminos~uren, besonders an Prolin, ergeben (Khoo 
und Stinsan t957, Tupy t961, t963). Wie aus Tab. 2 
ersichtlich ist, t r i t t  bei einigen unserer Mutanten ein 
Mangel an Prolin, Valin, Threonin und Glutamin auf. 
Wir haben das Pollenschlauch-Wachstum dieser Ge- 

notypen nach Zugabe der betleffenden Aminos~uren 
geprfift und haben auch in dieser Beziehung deutliche 
Unterschiede in der Reaktion der verschiedenen Mu- 
tanten gefunden. 

a. Die  K e i m u n g  d e r  P o l l e n .  Ein Zusatz der 
Aminos~uren Glutamin, Histidin und Cystin in Form 
0,02%iger L6sungen zum N~hrmedium hat te  sowohl 
bei der Ausgangsform als auch bei allen Mutanten 
eine v611ige Sistierung des Pollenschlauch-Wachs- 
turns zur Folge. Die fibrigen Aminos~uren hatten 
keinen Einflul~ auf die Keimgeschwindigkeit der Pol- 
len. Lediglich ffir Isoleucin konnte ein Stimulations- 
effekt nachgewiesen werden: Die ersten Auskeimun- 
gen erfolgten bei allen Genotypen bereits nach 10 Mi- 
nuten, withrend die Keimung in allen fibrigen Fitllen 
nach 20 Minuten einsetzte. Im Hinblick auf die 
Keimungsrate waren die Befunde nicht so einheitlich. 
Einige der angebotenen Aminos~uren verursachten 
bei bestimmten Mutanten eine Erh6hung, bei anderen 
Genotypen eine Herabsetzung der Anzahl gekeimter 
Pollen, wobei sich ffir die betreffenden Aminos~uren 
unterschiedliche Wirkungen ergaben. Tab. 3 gibt 
einen 13berblick fiber unsere Befunde. Alle Angaben 
sind auf die Keimungsrate der jeweiligen Genotypen 
auf einem N~hrmedium ohne Aminos~ure-Zusatz be- 
zogen. Die Rate der Ausgangsform wird dutch Zu- 
gabe von Asparagin, Leucin und Valin nicht ver- 
itndert, wird jedoch durch Prolin und Glycin herab- 
gesetzt. Die Blfitenmutante 94A reagiert sehr viel 
starker auf die Substanzen, und zwar ausschliel31ich 
in negativer Weise, w~hrend die Kleinmutante 39 
auch in dieser Beziehung wieder eine sehr geringe 
Reaktion zeigt. Eine Erh6hung der Keimungsrate 
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Tab. 3. Die Keimungsrate der Pollen der Ausgangsform und einiger Mutanten auf Ndhrmedien mit Amino- 
sdure-Zusatz 

Zugegebene Ausgangs- 
Aminos/iure form 445A 39 46C 1206A 3 94A 138 58C 

Glycin -- 0 0 0 0 -- -- 0 0 
Asparagin o 0 0 0 -- o -- + 0 
Valin 0 0 o 0 0 0 -- + + 
Leucin 0 -- 0 O -- - -  - -  0 + 
Prolin -- 0 -- -- 0 -- 0 -- 0 

O: keine Abweichung gegentiber N~hrmedium ohne Aminosiiure-Zusatz 
+ : Zunahme der Keimungsrate um mehr als 20% 
-- : Abnahme der Keimungsrate um mehr als 20% 

ist ffir Asparagin, Leucin u n d  Valin nachweisbar ,  
aber n u t  bei b e s t i m m t e n  Mutan ten .  Vergleichen wir 
das W i r k u n g s s p e k t r u m  der 5 Aminos~turen, so ergibt  
sich fiir Prolin die brei tes te  W i r k u n g :  Es beeinflul3t 
die Ke imungs ra t e  von 5 der 9 geprfiften Geno typen  
negat iv .  Den ger ingsten Einflul~ zeigt Valin, auf das 
eine Mutan te  negat iv ,  zwei andere  M u t a n t e n  posi t iv  
reagieren. 

b. D a s  P o l l e n s c h l a u c h - W a c h s t u m .  Die zu- 
gesetzten Aminos/ iuren haben  eine sehr unterschied-  
liche Wi rkung  auf das Po l l ensch lauch-Wachs tum der 
un t e r such t en  Genotypen .  Es wfirde zu welt ffihren, 
diese Unterschiede  in der vor l iegenden Arbei t  im ein- 
zelnen zu diskut ieren,  wir wollen das Pr inz ip  vie lmehr  
a n h a n d  einiger Beispiele able i ten  (Abb. 4). Isoleucin 
hat  bei allen Geno typen  einen nega t iven  Einflul3, es 
hemmt  das Po l lensch lauch-Wachs tum.  Auf Glycin 

% ohne Z u s a t z  * P ro t i n  + S e r i n  �9 Asparag in  �9 Isoleucin 
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reagieren einige M u t a n t e n  ebenfal ls  negat iv .  Dies 
gilt jedoch n ich t  fiir die Ch lo rophy l lmutan te  58C, die 
in ihrem Pollen e inen gewissen Mangel an Glycin auf- 
weist. Eine  Zugabe dieser AminosAure bewirkt  eine 
F6rde rung  des Po l lensch lauch-Wachs tums ,  so dab die 
Vergleichswerte der  S t a mmf or m el re icht  werden.  Die 
im K ur ve nve r l a u f  der Abb.  2 e rkennbare  Wachs-  
t u r n s h e m m u n g  ist bei dieser Mutan te  offenbar  teil- 
weise auf den herabgese tz ten  Glycingehal t  zurfickzu- 
fiihren. Die unterschiedl iche Wi r kung  verschiedener  
Aminos~uren  geht  aus den K u r v e n  der Abb.  4 deut -  
Iich hervor.  Zu  beaehten  ist die s tarke  Wachs tums-  
f6rderung,  die sich nach  Zugabe von Prolin u nd  Serin 
bei 58C feststellen l~s w~hrend die wachslose Mu- 
t an te  445 besonders  auf Serin ausgesprochen nega t iv  
reagiert.  E in  Zusatz  von Asparagin hat  den umge-  
kehr ten  Effekt  auf die beiden Geno typen  : er bewirk t  

bei 445 eine F6rderung  gegen- 
�9 Gtycin fiber der S tammform,  w~hrend 

die Mutan te  58C die Vergleichs- 
werte der Ausgangsform nicht  
erreicht.  Im un te ren  Tell  der 
Abb.  4 ist der Gehal t  der betref-  
fenden Aminos~ure  im Pollen der 

, , ~  beiden Geno typen  angegeben.  
E in  al lgemeingi i l t iger  T rend  zwi- 

] /~--~ schen Aminos~uregehal t  und  Re- 
/ ak t ion  auf Aminos~urezugabe ist oi' 

bei den M u t a n t e n  n icht  feststell- 
bar,  jeder Geno typus  reagiert  
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Abb. 4. Oben: Das Pollenschlauch- 
Wachstum der Mutanten 58C und 445 
sowie der Ausgangsform nach 3, 6 und 
t2Stunden bei Zusatz von Amino- 
s~uren. (Die Pollenschlauch-L~ngen 
sind auf die nach 3 Stunden erreichten 
LAngen der Ausgangsform ohne Amino- 
siiure-Zusatz = t00% bezogen.) Im 
unteren Tell der Abbildung sind die 
Aminosiiure-Mengen im Pollen der bei- 
den Mutanten angegeben, bezogen 
auf den Vergleichswert der Stamm- 
form = 100%. Serin konnte wegen 
der zu geringen Menge nicht quanti- 

tativ erfaBt werden 
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Abb. 5. Oben: Das Pollenschlauch-Wachstum der Mutanten 58C, 94A und 138 im Vergleich zur Ausgangsform nach Zugabe 
verschiedener Aminos~uren, gemessen 3, 6 und 12 Stunden nach Aussaat der Pollen im Kulturmedium. Alle Werte wurden 
auf die Pollenschlauchlitnge der Stammform nach 3 Stunden bezogen. Unten: Der Gehalt der Pollen der Mutanten an den be- 
treffenden Aminos~uren, bezogen auf den Vergleichswert der Stammform = 100%. Serin konnte wegen der zu geringen 

Menge nicht quantitativ erfagt werden; Leucin und Isoleucin liel3en sich mit der angewandten Methode nicht trennen 

durchaus spezifisch. So ist Prolin im Pollen von 58C 
ohnehin schon im LIberschuB vorhanden; auf eine 
weitere Zugabe reagiert die Mutante mit einer Wachs- 
tumsf6rderung. Asparagin ist in noch gr6Beren Men- 
gen vorhanden, eine Zugabe wirkt leicht hemmend. 
Ahnliche Unterschiede ergeben sich zwischen den 
tibligen, in der Abbildung nicht berficksichtigten 
Mutanten im Hinblick auf die restlichen Amino- 
s~turen. 

In Abb. 5 ist die Reaktion der Stammform sowie 
der Mutanten 58C, 94A und 138 auf  die ganze Breite 
der zugegebenen[Aminos~uren dargestellt ; auBerdem 
sind die im Pollen vorhandenen Mengen der betref- 
fenden freien AminosXuren angegeben. Die Abbil- 
dung zeigt besonders deutlich, dab sich die Mutanten 
nicht nut  yon der Ausgangsfolm, sondern aueh von- 
einander stark unterscheiden. Als ordnendes Prinzip 
ist in der Abbildung die zunehmende F6rderung des 
Pollenschlauch-Wachstums der Ausgangsform durch 
die verschiedenen Aminos~uren verwendet worden. 
Der ftir die Stammfolm charakteristische Trend wird 
bei keiner der drei Mutanten erkennbar, jede von 
ihnen reagiert auf jede einzelne der zugegebenen 
AminosAuren spezifisch. Die ungtinstige Situation 
der Bltitenmutante 94A kommt in allen Feldern der 
Abbildung zum Ausdruck; nach Zugabe von Valin, 

Serin und Glycin kommt sogar eine v611ige Sistietung 
des Pollenschlauch-Wachstums zustande. Diese nega- 
tive Reaktion ist m6glicherweise darauf zurfickzu- 
ffihren, dab fast alle der analysierten freien Amino- 
s~uren im Pollen dieser Mutante ohnehin schon im 
~)berschuB vorhanden sind. Es wurde jedoch bereits 
darauf hingewiesen, dab diese Korrelation nicht gene- 
tell gilt. So besitzen die Chlorophyllmutanten 58C 
und t 38 in ihren Pollen ungew6hnlich groBe Mengen 
von Alanin, trotzdem 1Rl3t sich bei beiden Genotypen 
durch einen Zusatz yon Alanin eine starke Erh6hung 
des Pollenschlauch-Waehstums erzielen. 

Einheitliche oder doch nahezu einheitliche Reak- 
tionen der untersuchten Genotypen konnten nul ffir 
Prolin, Thteonin und Isoleucin festgestellt werden. 
Protin zeigt bei allen Genotypen einen unterschiedlich 
stark f6rdernden Effekt auf das Pollenschlauch- 
Wachstum. Dies gilt im Prinzip auch ffir Threonin 
mit Ausnahme der Mutante t38. Ihre Pollen besitzen 
beleits einen ~bexschul3 an Threonin; ein weiterer 
Zusatz wirkt hemmend. Bei der Mutante 58C hin- 
gegen, deren Pollen ebenfalls mehr Threonin enthal- 
ten als diejenigen der Stammform, kommt nach Zu- 
gabe der Aminos~ure eine weitere Wachstumssteige- 
rung zustande. Isolaucin hingegen verursacht -- wie 
bereits erw~thnt -- bei allen geprtiften Genotypen eine 
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Wachstumshemmung. Auf die tibrigen Aminosiiuren 
reagieren die verschiedenen Mutanten unterschied- 
lich. 

D i s k u s s i o n  
Die Bearbeitung umfangreicher Mutantensorti- 

mente zeigt, dab bet der Mehrzahl aller Mutanten 
neben der spezifischen Wirkung des mutierten Gens 
noch ein unspezifischer Effekt erkennbar wird. Er 
/iul3ert sich in Form einer Herabsetzung der Vitalit/it 
und Fertilit~it und ist fiir den negativen Selektions- 
wert zahlreicher Mutanten verantwortlich. Er ist 
nicht mit meiotischen Unregelm/iBigkeiten korreliert, 
scheint vielmehr auf ether allgemeinen physiologi- 
schen Schw~ichung der Mutanten zu beruhen, tiber 
die noch keine Einzelheiten bekannt sind. Nicht nur 
bet Pisum, sondern auch bet anderen genetisch in- 
tensiv bearbeiteten Objekten ist dartiber hinaus noch 
die Tendenz fiir das Auftreten eines Rezessivendefi- 
zits in den Nachkommenschaften heterozygot mu- 
tierter Pflanzen Ieststellbar. Wenn wir die soeben er- 
w~ihnte Herabsetzung der Vitalitiit auch fiir die Ha- 
plophase annehmen, so wird das Rezessivendefizit 
verst/indlich: die Pollenschliiuche mit dem mutierten 
Allel a werden im Mittel langsamer wachsen als die 
Schliiuche mit dem nichtmutierten Allel A. In einer 
heterozygot mutierten Pflanze Aa werden bet Selbst- 
befruchtung folglich die Zygotenkombinationen 

A ~ A ~  und a ~ A J i  

h~ufiger realisiert werden als die Kombinationen 

A~ac~  und a ~ a ~ ;  

das muB zu einem Rezessivendefizit Iiihren. Diese 
seit langem als ,,Zertation" bekannte Erscheinung ist 
schwierig nachzuweisen. Wir haben versucht, an 
einigen Pisum-Mutanten festzustellen, ob die Haplo- 
phase generell gegeniiber der nichtmutierten Aus- 
gangsform benachteiligt ist. Der Nachteil unserer 
Methode besteht darin, dab wir in vitro arbeiten mug- 
ten, dab wir folglich die erhaltenen Befunde nicht 
ohne weiteres auf das Pollenschlauch-Wachstum in 
vivo tibertragen k6nnen. Untersuchungen von 
Schwemmle (t952), Harte (1967) u. a. haben gezeigt, 
dab es zwischen dem wachsenden Pollenschlauch und 
dem Narben- und Griffelgewebe zu Wechselwirkun- 
gen kommen kann, die sich auf die Gonenkonkurrenz 
auswirken k6nnen. 

Aus unseren Befunden lassen sich einige allgemein- 
gtiltige Schltisse ziehen, die wahrscheinlich ftir die be- 
fruchtungsbiologische Situation vieler Mutanten ver- 
schiedener Arten gtiltig sind. Im Hinblick auf die 
Keimungsrate und Keimgeschwindigkeit unterschei- 
den sich die geprtiften Genotypen -- mit Ausnahme 
einer Bltitenmutante -- nicht oder nur geringfiigig 
v o n d e r  Normalform. In der Intensit~tt des Pollen- 
schlauch-Wachstums sind jedoch alle Mutanten der 
Stammform unterlegen. Dies gilt vornehmlich ftir die 
sp~tteren Wachstumsphasen, wobei die Tendenz in 
Erscheinung tritt, daft die Wachstumsgesehwindig- 

keit um so st~irker verringert wird, je gr6Ber die An- 
fangsgeschwindigkeit war. Auch die endgiiltig er- 
reichte Pollenschlauchl~inge ist in vitro bet den mei- 
sten Mutanten geringei als bet der Ausgangsform. Es 
besteht also kein Zweifel, dab die verminderte Kon- 
kurrenzfiihigkeit der Mutanten auch in der Haplo- 
phase in Erscheinung trit t ;  sie ist fraglos eine der Ur- 
sachen fiir das Rezessivendefizit in spaltenden Faint- 
lien. Eine direkte Korrelation zwischen der H6he 
dieses Defizits und dem Grad der Herabsetzung des 
Pollenschlauch-Wachstums konnte in unserem Mate- 
rial jedoch nicht nachgewiesen werden. Die Chlolo- 
phyllmutanten Nr. 3, 138 und 1206A zum Beispiel 
zeigen ein ganz besonders hohes Rezessivendefizit, 
sind im Pollenschlauch-Wachstum jedoch nicht 
gegeniiber den Mutanten 46C und 445A benachteiligt, 
die normale Spaltungsverh~iltnisse aufweisen. 

Ehlers (t95t) hat in seinen Untersuchungen zur 
Ern~ihrungsphysiologie tier Pollenschl~iuche bet ver- 
schiedenen Species unterschiedliche N~ihrstoffreser- 
yen im Pollen gefunden, die sich auf die Intensit~it 
des Pollenschlauch-Wachstums auswirken, fi~hnliche 
Verh~iltnisse k6nnten bet unseren Mutanten vorlie- 
gen. Die quantitative Bestimmung der freien Amino- 
siiuren hat ftir unser Material deutliche Unterschiede 
im Reservestoffhaushalt ergeben. Wenn wir fiir ein 
optimales Pollenschlauch-Wachstum die in der Aus- 
gangsform realisierte ,,ideale" Zusammensetzung der 
freien Aminos~iuren annehmen, so wird jede Abwei- 
chung eine Verringerung der Wachstumsgeschwindig- 
keit verursachen. Hierbei kann sich ein Mangel 
ebenso hemmend auswirken wie ein 13berschuB, eine 
GesetzmiiBigkeit, die in unserem Material mehrfach 
nachgewiesen wurde. In einigen F~illen fiihrt der 
Ausgleich des Mangels bestimmter Aminosiiuren 
durch Zugabe der betreffenden Substanz zu einer Er- 
h6hung des Pollenschlauch-Wachstums. Hieraus 
kann geschlossen werden, dab die verminderte 
Wachstumsleistung tats~ichlich auf die genetisch be- 
dingte Ver~inderung des Aminosiiure-Spektrums der 
Mutanten zuriickzuftihren ist. 

Eine besondere Rolle fiir die Physiologie der Pol- 
lenschl~iuche spielt das Prolin, das sich schon wegen 
seines hohen mengenm~il3igen Anteils von allen iib- 
rigen freien Aminos/iuren des Pollens abhebt. Unter- 
suchungen yon Britikov et al. (1964) mit markiertem 
Prolin zeigen, dab die Substanz entweder direkt in 
Proteinmolektile eingelagert oder zu Hydroxyprolin 
umgewandelt wird, einem Strukturelement, das fiir 
die Bildung der Prim/irwand der Zellen notwendig 
ist. Die obengenannten Autoren sehen im Prolin eine 
Substanz von h6ehster physiologischer Aktivit~it, die 
die Synthese yon anderen Aminos/iuren und von Pro- 
teinen intensiviert und als H~-Akzeptor unmittelbar 
an Redox-Reaktionen teilnimmt. Diese wichtige 
Rolle wird auch aus unseren Befunden deutlich. Ein 
Defizit an Prolin ist bet jeder Mutante mit ether Her- 
absetzung der Wachstumsgeschwindigkeit der Pollen- 
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schl~iuche ve rbunden ;  der Ausgleich dieses Defizits 
fiihrt zu einer St imulierung des Wachs tums .  Die 
Ke imung  der Pol lenk6rner  wird jedoch durch  den 
Zusatz  yon Prolin gehemmt.  

Unsere Ergebnisse zeigen, dab die Keimungs-  und  
Wachs tumsphys io logie  yon  Pollen und  Pollenschl~iu- 
chen un te r  dem Einf luB mut ie r te r  Gene in vielf~iltiger 
Weise modifiziert  werden kann.  Bei den bisher ana-  
lysierten Mutan ten  wirkt  sich dieser EinfluB aus- 
nahmslos  nega t iv  aus und  ist als eine der Ursachen 
ffir den negat iven  Setektionswert  der Mehrzahl  aller 
mut ie r t en  Gene anzusehen.  Alle in der vorl iegenden 
Arbei t  behandel ten  Mutan ten  unterscheiden sich von 
der S t a m m f o r m  jeweils nur  in einem einzigen rezes- 
s i ren  Gen. Die quan t i t a t iven  Unterschiede der freien 
Aminos~uren der Pollen und  die hieraus result ielen- 
den Unterschiede in der Wachs tumsgeschwindigkei t  
der Pollenschliiuche sind folglich als Teile der pleio- 
t ropen Wirkungsspekt ren  der bet reffenden Gene auf-  
zufassen. Es ist anzunehmen,  dab die Ferti l i t i i tsmin- 
derung zahlreicher Mutan ten  --  soweit sie nicht  auf  
meiotische Anomalien zurtickzuftihren ist - -  ~ihnliche 
Ursachen hat .  Fiir die schwach feitile Blt i tenmu- 
t an te  94A unseres Sor t iments  wurde dies bereits nach-  
gewiesen. Wir  haben die Absicht ,  diese Untersu-  
chungen an einem brei teren Mutan tenmate r ia l  fort-  
zuftihren und  dami t  einen Bei t rag zur  Genphysiologie 
der Pol lenkeimung und des Pol lenschlauch-Wachs-  
turns zu liefern. 

Zusammenfassung 
Die Pol lenkeimung und das Pol lenschlauch-Wachs-  

turn yon  8 P i s u m - M u t a n t e n  sowie tier Ausgangsform 
wurden in vi tro untersucht .  AuBerdem wurden die 
freien Aminos~turen der Pollen analysier t  und  die 
Reak t ion  der Pollenschl~iuche auf  Zugabe yon  Amino-  
s~turen getestet .  Hierbei  wurden folgende Ergebnisse 
erhal ten : 

t.  Alle Mutan ten  zeigen gegentiber der Normal-  
form ein ver langsamtes  Pol lensch lauch-Wachs tum,  
das die Gonenkonkur renz  in he te rozygo t -mut i e r t en  
Pflanzen beeinflugt .  Hiermi t  f indet das ill den Nach-  
kommenschaf t en  he te rozygo t -mut ie r t e r  Erbsen  h~u- 
fig auf t re tende  Rezessivendefizi t  seine Erkl~rung.  

2. Die geringe Fertilit~it einer Bl i i t enmutan te  un-  
seres Sor t iments  ist n icht  auf meiotische St6rungen,  
sondern auf  die drast ische Herabse tzung  der Pollen- 
ke imung und  des Po l lensch lauch-Wachs tums  zuriick- 
zuftihren. Ftir die geringe Keimungsra te  der Pollen 
ist wahrscheinl ich ihre vorzeit ige Al terung verant -  
wortlich. 

3. Der Gesamtgehal t  der freien Aminos~iuren im 
Pollen entspr icht  bei allen Mutan ten  --  von  einer 
Ausnahme abgesehen --  der bei der S t a m m f o r m  
realisierten Si tuat ion.  Im  Hinbl ick auf  die quan t i t a -  
t iven Verh~iltnisse der einzelnen Aminos~iuren sind 
jedoch bei den verschiedenen Genotypen  starke Un-  
terschiede feststellbar,  die sowohl in Form eines Deft- 

zits als auch  eines t3berschusses bes t immter  Amino-  
s~uren in Ersche inung  treten.  

4. Durch  Zusa tz  der in zu geringer Menge vorhan-  
denen Aminos~iure konnte  das Pol lenschlauch-Wachs-  
turn bei einigen Mutan ten  st imuliert  und  demjenigen 
der Ausgangsform angeglichen werden.  Dies gilt vor-  
nehmlich ftir Prolin, Valin und  Threonin.  Auf Zu- 
gabe der iibrigen Aminos~iuren reagierten die Mutan-  
ten unterschiedlich.  

5. Die Keimungsra te  der Pollen wird durch Prol in 
und  Threonin  herabgesetz t  ; Glu tamin  verhinder t  die 
Keimung v611ig. Die Aminos~uren Isoleucin, Histidiil 
und  Cystein haben  bei allen un te rsuch ten  Mutanten  
einen negat iven  Effekt  auf  das Pollenschlauch- 
Wachs tum.  Dies gilt auch ftir Leucin, alas bei einer 
unserer Chlorophyl lmutan ten  jedoch st imulierend 
wirkt.  
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