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Veranderungen der Pollengrofie bel Larche
nach Bliitenbehandlung mit Colchicin

Von Z. M. ILLIES

(Eingegangen am 24. 4. 1956)

Im Gegensatz zu der Polyploidieziichtung mit Colchicin
bei krautigen Pflanzen hatte man bisher bei holzigen Ge-
wachsen nach Colchicineinwirkung auf die diploiden, im
Wachsen begriffenen Korperzellen mehrere Jahre lang
abzuwarten, bis die so entstandenen mixoploiden Pflan-
zen (Cy-Generation) blithreif geworden waren und diploide
Geschlechtszellen entwickelten. So konnten erst nach
mehreren Jahren die erforderlichen Kreuzungen zur Er-
zeugung einheitlicher polyploider Pflanzen durchgefiihrt
werden (InLies 1951152, dort ausfihrliches Literaturver-
zeichnis). Nachfolgend wird bei Larix leptolepis der Ver-
such unternommen, die bisherige C,-Generation dadurch
entscheidend abzukirzen, daf3 inannliche Bluten wéhrend
der Meiose colchiciniert wurden, um auf diese Weise un-
reduzierten Pollen zu erhalten. Die Cy-Generation wirde

dann nur auf die colchicinierten unreduzierten Ge-
schlechtszellen beschrankt bleiben, und die aus Kreuzun-
gen mit diesen Cy-Pollen hervorgegangenen Nachkommen
waren bereits die C,-Generation.

Die Versuche wurden an Bliutenknospen von funf
Pfropflingen von Larix leptolepis mit einer 0,2%igen
warmen Colchicinlésung vorgenommen. Das Colchicin
wurde auf 40°—60° C erwarmt, um das Diffundieren in
die verharzte Knospe zu erleichtern. Als Zeitpunkt der
Colchicineinwirkung auf die bis zu Beginn des Versuches
normal im Freien Uberwinterten Pfropflinge wurde der
15.3. gewahlt, an dem durch Stichproben an Kontrollbliten
festgestellt worden war, dal3 sich die Meiose in der Dia-
kinese bis Interphase befand. Um das Colchicin direkt an
die Bluten heranzubringen, wurde die von Orpen (1954)
bei Kirsche und Apfel beschriebene
Methode etwas abgewandelt ange-
wendetl). Wie Abb.1 zeigt,, wurde
dazu ein mit Bliten besetzter Zweig
durch den durchbohrten Gummistop-
fen des Deckels eines Wirrschen
Topfes gesteckt und der Zwischen-
raum zwischen Zweig und Gummi-
stopfen gut mit Watte und Hahnfett
abgedichtet. An diesem Zweig wurde
ein Reagenzglas mit warmer Colchi-
cinlésung befestigt und in einem
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Abb. 1. — Versuchsanordnung.
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Becher in den Topf gestellt, dessen
angeschliffener Deckel danach eben-
falls gut abgedichtet wurde. Das Absaugen der Luft ge-
schah durch eine dem Topf angeschlossene Wasserstrahl-
pumpe. Da der Wasserdruck sehr wechselnd war, mufite
von einer Uberpriifung des Unterdrucks mittels Manome-
ter abgesehen werden. Als Kriterium, daf3 das Colchicin
in die Knospen eingedrungen war, wurde das erste Auf-
treten von Luftblasen genommen, was je nach der Starke
des Wasserdrucks nach 10 bis 30 Minuten eintrat. Von da
an wurde noch 20 Minuten lang weiter abgesaugt. Nach-
dem der Unterdrucktopf abgebaut war, wurden die

1) Fur die liebenswurdige ausfuhrliche Mitteilung der Ver-
suchsanordnung mochte ich Herrn Dr. Orpin auf diesem Wege
nochmals danken. AufRerdemm danke ich dem Leiter unserer
Zweigstelle Wachtersbach, Herrn Dr. HeitmMULLER, fUr die freund-
liche Uberlassung des fur die Versuchsanordnung benétigten
Platzes in den dortigen Gewaéachshausern, und Fraulein L. May
far ihre unermudliche Hilfe bei der Colchicinbehandlung.



Reagenzgliaser mit der Colchicin-
16sung noch 12, 24 und 60 Stunden
an den Bliitenzweigen belassen.
An einem Pfropfling wurde aufler-
dem die Colchicinbehandlung
ohne Vakuum ausgefiihrt, da die
Lage der Bluten das Anbringen
des Apparates nicht erlaubte. Die
Zweige dieses Pfropflings wur-
den dafiir linger, namlich 5%
Tage, in der Colchicinlosung be-
lassen. Nachdem die Behandlung
bei allen Pfropflingen nach 5—6
Tagen abgeschlossen war, hatten
sie durch die Wirme im Gewéchs-
haus ausgetrieben. Um die Ent-
wicklung nicht weiter zu be-
schleunigen, wurden sie, vor
Nachtfrosten geschiitzt, in ein un-
geheiztes Glashaus gestellt. Im
ganzen wurden 33 & Bliitenknos-
pen colchiciniert und 10 weitere
als Kontrollen unbehandelt gelas-
sen. Aullerdem befanden sich an
den Zweigen noch 10 @ Bliiten,
die aber offensichtlich infolge der
Colchicinbehandlung ihr Wachs-
tum einstellten und alle bis auf
eine abstarben, wihrend sich die
& Bliiten gut weiter entwickel-
ten.

Um wenigstens einen Anhalt
{iber den Meioseverlauf in den so
behandelten Bliiten zu bekom-
men, wurden 6 Tage nach der
Colchicineinwirkung von einigen
Bliiten Antheren abgenommen
und zytologisch untersucht. Dabei
wurden an 2 Mainnchen neben
normal haploiden auch diploide
Pollenmitosen gefunden (Abb. 2).
In allen anderen Féllen war die
Pollenbildung schon beendet. Eine
Ausdehnung dieser Untersuchung
auf weitere Bliitenproben muflte
leider unterbleiben, weil das be-
handelte Material nicht umfang-
reich genug war, und das Schwer-
gewicht auf die Untersuchung des fertigen Pollens gelegt
werden sollte.

Die ersten colchicinierten & Bliiten und die Kontrol-
len begannen 13 Tage nach der Behandlung zu stduben.
Sie wurden sofort einzeln in Glischen mit durchbohrten
Stopfen geerntet und in einem Exsiccator kiihl aufbe-
wahrt. Diese Bliiten unterschieden sich morphologisch in
keiner Weise von den unbehandelten Kontrollen. Erst
neun Tage spiater wurden die restlichen behandelten Blu-
ten abgenommen. Bei diesen war das Stielchen sehr lang,
die Antheren standen locker und waren trocken und
gelb, ohne aber zu stiduben. Unter der Lupe lieBen sich
die Atheren leicht 6ffnen und der Pollen als ein Klimp-
chen herausnehmen. Dieser Pollen war deutlich dunkler
gefirbt als der auf den neun Tage vorher von selbst aus-
gestdubten Bliiten.

Um etwas iiber die Wirkung der Colchicinbehandlung
auf die Liarchenbliiten aussagen zu konnen, wurden so-

Abb. 2 .— Links: haploide, — rechts: diploide Pollenmitose aus einer colchicinierten Bliite.

Gleiche Vergrofierung.

Abb. 3. — Links: Pollen unbehandelter, — rechts: Pollen colchicinierter Bliiten.
Gleiche VergrofBlerung.

wohl der fertige Pollen der colchicinierten als auch der
unbehandelten Bliiten néher untersucht. Da das Stadium
der Meiose zum Zeitpunkt der Colchicinbehandlung nur
durch Stichproben festgestellt werden konnte und erfah-
rungsgemifl in den einzelnen Bliten variiert, wurden
diese Untersuchungen fiir jede Bliite einzeln durchge-
fiihrt. Der geerntete 1’ollen wurde dabei zuni#chst auf
den Objekttrdger gebracht und unter dem Deckglas mit
Karminessigsdure gefdarbt. Nach einer Stunde lief sich der
gesunde, gutgefirbte Pollen leicht von deutlich schlecht
gefirbten Pollen unterscheiden (Skirz 1952/53). Der Pollen
behandelter Bliiten erwies sich dabei in GréBe und Far-
bung ungleichméBiger als jener der Kontrollen (Abb. 3).
An diesen Pollenproben wurden sodann Messungen
durchgefiihrt, wobei der Durchmesser von 150—200 gut
gefdrbten, voll turgeszenten Pollen je Blite mit dem Oku-
larmikrometer bei 270facher VergroBerung bestimmt
wurde. Um Fehlerquellen durch individuelle Beurteilung
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dieser verschiedenen Pollensorten
voneinander hochsignifikant ist und
in ursichlichem Zusammenhang mit
der Colchicinbehandlung steht. Ahn-~
liche Erscheinungen nach Colchicin-
behandlung u. a. kiinstlichen und
natiirlich vorkommenden Einwir-
kungen auf die Reduktionsteilung
wurden bereits von anderer Seite
an forstlichen Objekten beobachtet
(CaiBA and WATANABE 1952; JOHNSSON
och ExLunpda 1940; ANDERSSON 1947;
ExLUNDH-EHRENBERG™ 1949; Iwakawa
and CuiBa 1952; MintzING 1936; SEITZ

722/15 m/15  16/17 8/19  20/21 22/235 24/25 26/

28/29

30/51  32/38  34/35

HaBeinheiten 1952/53, 1954; WerTsTEIN und NikLas

1955).

Abb. 4. Prozentuale Verteilung des Pollendurchmessers. — a: Kontrollen, — B colchiti-

nierter Pollen, — c: Pollendurchmesser in einer einzelnen colchicinierten Bliite.

sowie geringe Vergroflerungsunterschiede in der Optik zu
vermeiden, wurden alle Messungen von einer Person so-
wie mit ein und demselben Mikroskop durchgefiihrt. Bei
der Auswertung der so gewonnenen Ergebnisse wurden
alle Werte der colchicinierten Bliiten denen der unbehan-
delten Kontrollbliiten gegeniibergestellt. Eine Trennung
der C,-Bliiten nach den verschiedenen Erntedaten erwies
sich als unnoétig, da der Pollen aus den am 26./27. 3. und
am 5. 4. geernteten Bliiten hinsichtlich seiner Groéfen-
variation iibereinstimmte. Ebenso konnte von der Voraus-
setzung ausgegangen werden, daf3 andere Aufleneinfliisse,
wie die verschiedene Stellung und Beleuchtung der ein-
zelnen Bliiten, die Stellung der einzelnen Antheren in-
nerhalb der Bliiten u. a. (ANDERssON 1954) bei behandelten
wie unbehandelten Bliiten dieses Klones in gleicher Weise
wirksam waren, so dafl sie nicht weiter beachtet zu wer-
den brauchten.

Wie bereits aus dem mikroskopischen Bilde ersichtlich
(Abb. 3), variiert der Durchmesser des in den colchici-
nierten Bliiten entstandenen Pollens sehr viel stirker als
der der Kontrollen. Er betrdgt bei ersteren zwischen 12
und 34 MaBeinheiten, bei letzteren nur zwischen 15 und
28. Die Verteilungskurven lassen diese Unterschiede eben-
falls deutlich erkennen (Abb. 4). In Abb. 4a+b ist die
durchschnittliche Héaufigkeit von je 150—200 Pollen-
durchmessern pro Bliite aus unbehandelten (4a) sowie
behandelten (4b) Bluten abgebildet, wihrend Abb. 4c die
UnregelméBligkeit der PollengroBe an einer besonders
charakteristischen Verteilungskurve einer einzelnen col-
chicinierten Blite noch deutlicher wiedergibt, als dies bei
der Gesamtverteilungskurve zum Ausdruck kommt. AuBer
dem bei allen drei Kurven bei 20/21 MaBeinheiten lie-
genden Gipfel ist hier noch ein zweiter bei 27/28 MaB-
einheiten festzustellen, der erst am rechten Rande der
normalen Verteilungskurve der Kontrollen liegt.

Um diese Beobachtungen noch weiter zu erhérten,
wurde ein rechnerischer Vergleich angestellt, zu dem die
MafBeinheiten in je zwolf Gruppen zusammengefa3t wur-
den. Im y*-Test (MaTHER 1955) erhilt man dann ein y?
von 518 . 7424>><< bei 11 Freiheitsgraden. Der Erwartungs-
wert bei vorgegebener Uberschreitungswahrscheinlichkeit
0,001 betrégt dagegen nur 31,264. Dieses Ergebnis kann also
bei zufilliger Probenahme nur mit einer Wahrscheinlichkeit
auftreten, die um ein Vielfaches kleiner ist als 0,1%, so
daB3 daraus zu ersehen ist, daBl die Abweichung der Werte
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Da in vorliegendem Versuch bei
den zytologischen TUntersuchungen
des Pollens behandelter Bliiten diploide und haploide
Pollenmitosen (s. Abb. 2) gefunden wurden, ist die An-
nahme berechtigt, da3 es sich bei den groBien Pollenkor-
nern ganz allgemein um diploide handelt. Da ferner die
in den Kurven dargestellten Pollendurchmesser nur an
gut gefiarbien Pollen festgestellt wurden, ist anzunehmen,
daB3 diese lebens- und keimfdhig sind. Eine Auszdhlung
der guten gefirbten sowie der deformierten, ungefirbten
Pollen ergab bei den Kontrollbliitten 4,2% schlechten :
95,8% gesunden, bei den colchicinierten Bliiten dagegen
44,5% schlechten : 55,5% gesunden Pollen. Man kann dar-
aus in etwa auf die Keimfihigkeit des colchicinierten Pol-
lens schlieBen.

Zur Uberpriifung der Keimfahigkeit wurden mit den
restlichen Pollenproben, die im Exsiccator im Eisschrank
aufbewahrt waren, im Juni noch Pollenkeimversuche
durchgefiihrt. Obgleich diese Untersuchungen im Brut-
schrank vorgenommen wurden, keimte sowohl der Pollen
der Kontrollen wie der colchicinierten Bliiten um diese
Jahreszeit nicht mehr, oder doch so langsam, daf3 die Pro-
ben verpilzten, ehe Pollenschliuche beobachtet werden
konnten.

Uber die Valenzstufe der offensichtlich zuriickgeblie-
benen sowie der ungefdrbten, nicht turgeszenten, wahr-
scheinlich abortierten Pollenkérner kann nichts ausgesagt
werden. Da aber bei fritheren Versuchen, die somatische
Entwicklung von Keimlingen mit Colchicin zu beeinflus-
sen (ILries 1953), ziemlich regelmiflig auch aneuploide Zel-
len festgestellt wurden, die jedoch durch Jahre hindurch
und auch an den Pfropflingen der C -Pflanzen mit an-
ndhernd der gleichen Chromosomenzahl auftraten, be-
steht die Moglichkeit, da3 es sich um aneuploiden, dege-
nerierten Pollen handelt. Hinweise fiir die Degeneration
aneuploiden Pollens und dadurch herabgesetzte Fertili~
tit von Pollen unterschiedlicher Valenzstufen fand auch
ExLUNDH-EHRENBERG (1949) bei Kreuzungen zwischen asyn-
aptischen und normalen Ulmen. In diesem Zusammen-
hang kann auch die Beobachtung ,unvollstindigen“ Pol-
lens neben Gigaspollen nach Hitzebehandiung wihrend der
Meiose durch CuiBa and WaranaBe (1952) genannt werden.
Die Feststellung, ob auch ein Teil des gesunden Pollens
aneuploid und in der Lage ist, sich an der Befruchtung
mit oder ohne Erfolg zu beteiligen, mufl einem vorge-
sehenen Kreuzungsversuch mit colchiciniertem Pollen und
der Untersuchung der daraus entstandenen Nachkommen-
schaften vorbehalten bleiben.




Zusammenfassung

Bliiten von Larix leptolepis wurden wihrend der
Meiose colchiciniert, um auf diese Weise die Reduktions-
teilung zu unterbinden und zu diploiden Geschlechtszellen
zu kommen. Gegeniiber dem bisherigen Verfahren, durch
Colchicinierung ' wachsender Korperzellen mixoploide
Pflanzen zur Erzeugung diploider Geschlechtszellen zu
erhalten, besteht Aussicht Zeit zu sparen, denn das bisher
erforderliche Warten auf den Eintritt der Blithwilligkeit,
das bei den Holzgewichsen mehrere Jahre betridgt, ent-
fallt. Aus den Kreuzungen mit den erhaltenen unredu-
zierten Geschlechtszellen wiren noch im gleichen Jahre
polyploide Nachkommen zu erwarten. Zu diesem Zweck
wurden die Bliiten eines Zuchtbaumklones wahrend der
Diakinese bis Interphase mit warmer 02%iger Colchicin-
lésung im Unterdruck behandelt. Untersuchungen der
Pollenmitose ergaben haploide und diploide Chromoso-
menzahlen. AuBlerdem wurden vergleichende Durchmes-
sermessungen an Pollen unbehandelter und colchicinier-
ter Bliiten durchgefiihrt. Fiir die Pollen der unbehandel-
ten Bliiten ergaben sich danach eingipflige Verteilungs-
kurven der Durchmesser von 15 bis 28 MaBeinheiten,
wihrend die Pollendurchmesser der colchicinierten Blii-
ten zum Teil zweigipflige Verteilungskurven bildeten und
eine Variationsbreite von 12 bis 34 Mafleinheiten hatten.
Die statistische Sicherung dieser Variation der Pollen-
durchmesser wurde mit dem y*> Test nachgewiesen, der
ein y2 von 518,7424><><>< ergab.

Summary

Title of the paper: Variation in the size of pollen of
Larix leptolepis after colchicine treatment of the flowers. —

Flowers of Larix leptolepis were treated with colchicine
during meiosis to obtain unreduced diploid germ cells.
After this treatment only the germ cells will represent the
mixoploid C,-generation which might result in a saving
of time in contrast to the former colchicine treatment of
vegetative cells of seedlings and the wait necessary until
these C,-plants flower. In woody plants this can amount
to several years. Following this colchicine treatment of
the flowers polyploid progenies could be expected from
crossings with these unreduced gamete cells. For this pur-
pose flowers from grafts of a plus tree were treated during
meiosis with a warm solution of 0,2% colchicine in a par-
tial vacuum during the diakinesis — interphase. Investiga-
tions of the pollen grain at mitosis showed haploid and
diploid chromosome numbers. Later comparative measu-
rements of pollen diameter were made from treated and
untreated flowers. The variation of the pollen diameter of
the untreated flowers followed a single peaked binomial
curve between 15 and 28 units of diameter, while the pol-
len diameter of the colchicine treated flowers showed a
double peaked curve and a variation in diameter of
between 12 and 34 units. This difference were statistically
significant (y2 = 518,7424><><x).

Résumé

Titre de l’article: Variations des dimensions du pollen
de Larix leptolepis apres traitement des fleurs d la col-
chicine. —

On a traité les fleurs de Larix leptolepis pendant la
méiose pour obtenir des cellules génitales diploides
n’ayant pas subi la réduction chromatique. Par ce type
de traitement, seules les cellules génitales représentent
la C,-génération mixoploide, alors que les autres types
de traitement & la colchicine, portent sur les cellules
végétatives de jeunes semis; on espére donc gagner du
temps en évitant d’attendre, comme on doit le faire
jusqu’ici, que les plants traités fleurissent. Par des croise-
ments faits avec ces cellules génitales non réduites on-
pourrait avoir dans la méme année des descendants poly-
ploides purs. Dans ce but, on a traité les fleurs de greffes
d’'un arbre plus pendant la méiose, de la diakinese jusqu’a
I'interphase, avec une solution chaude de colchicine a 0,2%,
sous pression. L’examen des mitoses des grains de pollen
montre des nombres de chromosomes haploides et diploides.
De plus, on exécuta des mesures comparatives des diamétres
des grains de pollen des fleurs traitées avec la colchicine et
des témoins. Pour les diameétres des grains de pollen des
fleurs non traitées on a obtenu avec une gamme de 15 a
28 unités, des courbes binomiales & un seul sommet, tandis
que les diameétres des grains de pollen des fleurs traitées
avec la colchicine donnérent des courbes a plusieurs som-
mets et une variation de 12 & 34 unités. Les différences
étaient statistiquement significatives: le test de y> donne
un y? de 518,7424><><x,
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