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Untersuchungen zur Variabilitit des Pollenschlauchwachstums
bei Pollen di- und tetraploider Zuckerriiben

I. Bedingungen zur Keimung von Beta-Pollen in vitro*
H. O. GLENK, G. BLASCHKE und K. H. BAROCKA

Botanisches Institut der Universitdt Erlangen-Niirnberg und
Institut fiir Pflanzenziichtung der Kleinwanzlebener Saatzucht, Einbeck

Investigations on Variability of Pollen Tube Growth in Diploid and Tetraploid Plants of Sugar Beet
I. Conditions for Germination of Befa Pollen in vitro

Summary. a) Attempts to germinate freshly harvested pollen of Befa vulgaris L. on semisolid media were carried
out in 1966/67. The basic nutrient medium consisted of 5%, gelatin, 309% sucrose and 0.03% boric acid (pH 6.4).
Very poor germination occurred in aqueous solutions. During the flowering time from August to October the pollen
was taken from field grown plants and during the rest of the year from greenhouse plants.

b} One of the requirements for satisfactory in vitro germination rates is the optimal degree of ripeness of the pollen
grains which is attained immediately after the dehiscence of the anthers.

¢) From January to March in vitro germination was very poor. Highest germination rates occurred during August
and September.

d) The germination of Beta pollen is strictly dependent upon the presence of boron in the medium. Optimal con-
centration of boric acid for pollen germination is 1071 9 and for pollen tube growth 1029, ; pollen tubes 1n this case
reached a maximum length of 750 pm, in rare cases even of up to 1200 um. Borax and butyl boric acid are less active
in promoting germination. Phenyl boric acid has a very slight promoting effect and becomes toxic with concentrations
higher than 1072 %,.

e) Highest germination rates (859%,) were obtained on the basic medium at pH 5.4 to 5.7 after addition of n/10 HCl.

Ca**-ions had no positive effect on germination.

f) Germination of Befa pollen as compared to other pollen is relatively slow.

g) A coating of callose was always observed on the inside of the walls of in vitro grown pollen tubes, less frequently
callose plugs were found. Occasionally branching of the tubes occurred.

1. Einleitung

Bei der Kulturform von Befa vulgaris hat die Schaf-

fung colchicininduzierter Rohpolyploider zu einem
ziichterischen Fortschritt gefiihrt. Der polyploide
Zustand bietet auf Grund der Vermehrung des Chro-
mosomensatzes eine erhéhte Kombinationsméglich-
keit simtlicher Merkmale. Die Tatsache, daB di- und
tetraploide Pflanzen nicht durch eine Sterilitits-
barriere getrennt sind und nach ihrer Kreuzung tri-
ploide Pflanzen entstehen, die sich auch durch hohe
Leistungsfihigkeit auszeichnen konnen, fithrte zu
einer starken Verbreitung polyploider Sorten; sie
stellen meist ein Gemisch der Genomstufen von 2 x,
3xund 4%, 2x und 3 x bzw. 3 x und 4 x dar.

Da Triploide nicht generativ vermehrbar sind,
miissen die Kreuzungen stets neu erstellt werden.
Bei Verwendung gleicher Anteile Di- und Tetraploi-
der in der Elite-Population treten in der F,-Genera-
tion erhebliche Abweichungen von der Erwartung

* Mit Unterstiitzung der Gemeinschaft zur Forderung der
privaten deutschen landwirtschaftlichen Pflanzenziichtung
(GFP), Bonn.

der zufallsgemidBen Paarung (Panmixie) auf. So
konnten bei getrennter Ernte der 2x Q-Pflanzen
etwa 10—25%, der 4 x Q-Pflanzen etwa 75-—859,
Triploide festgestellt werden. Eine der Ursachen,
die eine derartige Verschiebung der bei Panmixie
erwarteten Kreuzungsanteile bedingt, kénnte unter
anderem die ungleiche Funktionsfihigkeit des haploi-
den und diploiden Pollens sein. Die Richtung in der
Abweichung von der Panmixie 1i8t anhand zytolo-
gischer Analysen der F,-Generation auf eine Bevor-
zugung der haploiden minnlichen Gameten bei der
Befruchtung schlieBen. Auf der Vorstellung der un-
gleichen Pollenwirksamkeit beruht fiir die Saatpro-
duktion der polyploiden Sorten das Verhiltnis zwi-
schen di- und tetraploiden Pflanzen in der Elite-
Population: es liegt zur Erzielung eines hohen Kreu-
zungsanteils fiir die Diploiden zwischen 20—259%,
ftir die Tetraploiden zwischen 75—809%,. Nur selten
konnten aber in der Nachkommenschaft mehr als
509, Triploide erreicht werden.

ScHEWANITZ (1942) und ARTSCHWAGER (1942) weisen
in Keimfahigkeitsuntersuchungen auf eine Uberlegen-
heit des x- gegeniiber dem 2 x-Pollen hin. In Unter-
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suchungen von MocCHIZUKI (1950) zeigte sich der
x-Pollen sowohl auf diploider wie auch auf tetra-
ploider Narbe ebenfalls vitaler als der 2 x-Pollen.
Auch in den Ergebnissen von Nacao und TAKAHASHI
(195%) ist die Keimungsrate des haploiden Pollens
um etwa 309%, hoher als die des diploiden. Nach
Macassy (1962) bestehen zusitzlich noch Sorten-
unterschiede.

Die Ergebnisse von JASSEM (1961) lassen nur eine
geringe Uberlegenheit des x-Pollens erkennen. Die
Ursache fiir die im Vergleich zu den Ergebnissen der
anderen Autoren erhéhte Vitalitit des 2 x-Pollens
wird in der Verwendung tetraploider Pflanzen ge-
sehen, die nach kiinstlicher Polyploidisierung eine
hohe Anzahl Generationen durchlaufen haben (hohe
C-Generationen) und so zu einer Abnahme der Un-
regelmiBigkeiten in der Meiose und zu einer Erho-
hung des Anteils normal ausgebildeten Pollens ge-
fithrt haben soll.

Fiir die ziichterische Arbeit wire es vorteilhaft,
nicht nur die bestehenden Unterschiede in der Vita-
litit zwischen x- und 2 x-Pollen zu erfassen, sondern
auch deren Variabilitdt zu kennen. Untersuchungen
iiber die Variabilitit der Keimfihigkeit sind nicht
bekannt. Sie erst lassen abschitzen, ob eine Selek-
tion zu einer entscheidenden Erhéhung der Wett-
bewerbsfihigkeit in der Befruchtungswahrscheinlich-
keit des 2 x-Pollens méglich ist, wodurch sich als
Folge Verdnderungen in der Zusammensetzung der
Elite-Population der di- und tetraploiden Kompo-
nenten ergeben wiirden. Die Verminderung des
4 x-Anteils in der Elite bzw. die Erh6hung des Kreu-
zungsanteils auf den 2 x @-Pflanzen schlieft mdog-
licherweise eine Leistungssteigerung der polyploiden
Sorten und andere Vorteile ein. Hinweise, da Unter-
schiede in der Leistungsfihigkeit der Triploiden be-
stehen, je nachdem ob sie von di- oder tetraploiden
Miittern abstammen, sind &fter gegeben worden.
Tetraploide Populationen mit verinderter Pollen-
konkurrenz diirften auch zuchtmethodische Konse-
quenzen zur Folge haben.

Zur Ermittlung der Variabilitit der Beta-Pollen
verschiedener Ploidiestufen wurden von uns seit 1966
keimphysiologische Untersuchungen in vitro durch-
gefithrt. Hieriiber gibt es bisher nur wenige Verdf-
fentlichungen (Kato und Hosoxawa 1953, NAGAO
and TAKAHASHI 1953, Macassy 1962 und PoLovin-
KINA 1067). Leider sind die Ergebnisse dieser Autoren
teilweise nicht reproduzierbar, da die methodischen
Ausfithrungen unvollstindig und ungenau sind. Im
Rahmen der uns gestellten Aufgabe war es daher
zunichst notwendig, einen brauchbaren Nihrboden
zu entwickeln und die physiologischen Grundlagen
der Beta-Pollenkeimung zu analysieren.

2. Material und Methode

2.1. Pollen

Die Untersuchungen wurden in den Jahren 1966 und
1967 mit frischen Riibenpollen durchgefithrt, die etwa
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4—2 Stunden vor dem Aufbringen auf den Nihrboden
von blithenden Pflanzen abgenommen und in Petrischil-
chen gesammelt wurden. Das Pflanzenmaterial stammte
grofltenteils aus Aufzuchten der Firma Kleinwanzlebener
Saatzucht, Einbeck. Jeweils im Spitsommer wurden
auch Schosser von Feldriiben aus der Umgebung von
Erlangen-Niirnberg als Pollenlieferanten herangezogen.
Die Pollengewinnung erfolgte anfangs durch einfaches
Ausschiitteln aus reichlich blithenden Infloreszenzen.
Wegen der dabei unvermeidlichen, massiven Infektion
mit Pilzsporen und aus anderen stérenden Griinden (vgl.
3.1.) wurden spiter einzelne Antheren mit einer Pinzette
den Bliiten entnommen. Das Aufreien der Lokuli er-
folgte dann erst in geschlossenen Glasschilchen, Auf
diese Weise konnte Material von einzelnen Trieben der
Infloreszenzen gewonnen werden.

2.2. Methode

Als Kulturmedien dienten halbfeste Gelatine-Substrate
mit 5—7,5% Gelatinegehalt. Die Gelatine wurde nach
mehrstiindigem Wissern in flieBendem Leitungswasser
durch Erhitzen auf dem Wasserbad geldst, mit den not-
wendigen Zusdtzen versehen und auf keimfreien Objekt-
trigern ausgegossen (Schichtdicke 1—2mm, Flidche
25 mal 30 mm; vgl. LOERTZER 1954, SCHNEIDER 1956 und
GLENK 1960). Nach 20— 30 Minuten erfolgte die Aussaat
der Pollen auf die erkalteten und erstarrten Ndhrbéden
mit Hilfe eines feinen Pinsels. AnschlieBend kamen die
Objekttriger in feuchte Kammern (geschlossene Petri-
schalen mit einigen Tropfen dest. Wasser). Die Keimung
erfolgte bei 20 °C im Thermostaten. Die Auswertung der
Versuche wurde meist 25 Stunden nach dem Ansatz
durchgefithrt, und zwar nach der bei GLenx (1960) be-
schriebenen Methode. Es wurden notiert: Keimprozente,
Anzahl der Pollenkdrner (PK) mit vorgewolbten Keim-
poren, geplatzte Pollen (meist sehr wenige; vgl. Abb. 8)
und Linge der Pollenschliuche (PS).

Bei Verwendung von ungewisserter Gelatine waren die
Keimprozente zwar gleich, die Pollenschlduche blieben
aber meist kiirzer und zeigten gesteigerte Tendenz zur
Plasmoptyse. Agar-Substrate (vgl. LavyNeE and HaGE-
DORN 1064, PorovINKINA 1067) und Wasserkulturen in
Hingetropfen (vgl. MUNzNER 1960, FROHLICH 1964) er-
wiesen sich ebenso wie Aussaaten auf Cellophan-Filter-
papier-Unterlagen (NARASIMHAN 1963) als weniger giin-
stig.

3. Ergebnisse und Diskussion

Soweit nicht anders vermerkt, diente fiir alle Ver-
suche folgendes Grundmedium: 5%, Gelatine, 309,
Saccharose und 0,039, Borsdure (pH 6,4). Dieses
Substrat hatte sich in Vorversuchen als giinstig
erwiesen.

3.1. Pollenalter

Die Ergebnisse von Versuchsreihen mit ausge-
schiittelten Pollen bzw. Pollen aus zunichst noch
geschlossenen Antheren (vgl. 2.1.) zeigen deutliche
Unterschiede hinsichtlich des Keimverhaltens. Wie
aus Abb. 1 hervorgeht, sind die Keimprozente der
Pollen aus geschlossenen Antheren bei verschiedenen
pH-Werten stets wesentlich héher als diejenigen der
dlteren Pollenkdrner, die aus bereits gebifneten An-
theren ausgeschiittelt werden kénnen. Die Schlauch-
linge der gekeimten Pollen ist dagegen in beiden
Fillen annihernd gleich. Werden die Antheren aus
noch geschlossenen Knospen entnommen und die
Pollen somit noch vor dem Zeitpunkt der Anthese
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Abb. 1. Einflu des Pollenalters auf Keimung und Schlauch-

wachstum in vitro bei unterschiedlichen pH-Werten. a) Kei-

mung; b) Schlauchwachstum (Grundmedium vgl. S.198;
pH-Anderungen durch HCl- bzw. KOH-Zusatz)

ausgesit, so sind die Ergebnisse unbefriedigend: nur
bei pH 5,4 erfolgt nennenswerte Keimung (5%), die
Pollenschlduche erreichen eine Linge von 310 pm.
Offensichtlich nimmt also die Vitalitit der Befa-
Pollen bis zur Anthese zu und nach dem AufreiBen
der Lokuli schnell ab. Die wichtigste Vorbedingung
zur Erzielung befriedigender Pollenkeimraten in vitro
ist somit der richtige Reifegrad der Pollenkérner.

Vitalititsinderungen durch Reifungs- und Alte-
rungsvorginge der Pollen in den Antheren sind auch
von Qenotheren bekannt (GLENK 1960). Inwieweit
bei dem raschen Vitalitdtsverlust der Beta-Pollen
auch atmosphirische Einfliisse mitwirken, wie sie
u.a. von KUHLWEIN (1939) und WERFFT (1951) in
Betracht gezogen werden, miiBte im einzelnen noch
untersucht werden.

Die geschilderten Vitalititsverluste der Befa-Pollen
lassen sich auch durch Lagerung der Pollen bei tiefen
Temperaturen im Kiihlschrank nicht vermeiden. In
welchem MaBe sich die Keimfihigkeit reifer Pollen
durch Gefriertrocknung erhalten 148t, wird derzeit
gepriift.

3.2. Jahreszeitliche Schwankungen der Pollen-
vitalitdt
Im Verlauf der Untersuchungen konnte beobachtet
werden, dall trotz Beachtung optimaler Pollenreife
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und Verwendung giinstiger Ndhrmedien die Keim-
erfolge in den Monaten Januar bis Mirz mit Pollen
von Gewichshauspflanzen stark zuriickgingen. Die
groBten Keimraten in vitro wurden im August und
September mit Pollen von Feldriibenschossern erhal-
ten. Bei Versuchen zu verschiedenen Jahreszeiten
sind daher die erzielbaren Keimraten trotz Konstanz
der Keimungsbedingungen sehr unterschiedlich. Dar-
aus erkliren sich die starken Abweichungen hinsicht-
lich der Keimungshéchstwerte (vgl. die Abb. 1, 3,6, 7
mit den Abb. 2 und 11). Hierbei konnte der Licht-
faktor wihrend der Bliitenentwicklung eine entschei-
dende Rolle spielen (vgl. auch Knox and HEesLop-
HARRISON 1966). Moglicherweise ist aber auch eine
endogene, jahreszeitliche Periodizitit mitbeteiligt.
Unsere bisherigen Ergebnisse reichen zu einer Kli-
rung dieses Fragenkomplexes noch nicht aus.

Im Zusammenhang mit der schlechten Keimung
der Pollenkoérner zu Jahresbeginn steht die Beobach-
tung, daB der Prozentsatz der mit Karminessigsidure
firbbaren Pollenkdrner bei den im Winter im Treib-
haus zur Bliite gebrachten Pflanzen deutlich geringer
ist als im Sommer. Obwohl die Karminessigsdure-
Firbung kein sicheres Kriterium fiir die Pollenvitali-
tiat darstellt (MEHROTRA and SANGHI 1966), weist
dieser Befund doch auf gewisse St6érungen in der
Pollenentwicklung wahrend der lichtarmen Jahres-
zeit hin. Die zur Bliitenbildung ausreichende Belich-
tung (Kunstlicht; Langtagsbedingungen) bietet offen-
sichtlich noch keine Gewihr fiir hohe Pollenvitalitat.

3.3. Saccharosekonzentration

Das Verhalten der Beta-Pollen folgt hinsichtlich
der Saccharose-Konzentration in vitro einer einfachen
Optimumkurve (Abb.2). Ohne Zuckerzusatz im
Nidhrboden platzen die Pollenkérner hiufig. Bei 8 bis
159, Saccharosegehalt sind die Keimungsraten ver-
hiltnismiBig gering; sie steigen bei 20 bis 259, stetig
an, um bei 309, das Optimum zu erreichen. Bei
hoheren Saccharosekonzentrationen fallen die Keim-
prozente wieder ab (in einer einzigen Versuchsreihe
keimten die Pollen bei 409, Saccharose stirker als
bei 30%). Nacao and TAKAHASHI (1953) verwen-
deten als Kulturmedium fiir Befa-Pollen einen Agar-
Niahrboden mit nur 249, Saccharose.

Verschiedene Untersuchungen zur Feststellung der
Reservestoffe in Beta-Pollen ergaben, daB weder die
Pollen der 2 n-, noch die der 4 n-Pflanzen Fett oder
Stdrke enthalten. Als Vorratsstoffe sind vorwiegend
Disaccharide (Saccharose) vorhanden. Dies diirfte
der Hauptgrund fiir die recht hohen Zuckerkonzen-
trationen sein, die aus osmoregulatorischen Griinden
zur Keimung von Befa-Pollen in vitro notig sind.

3.4. Boreinflufl
Seit der Entdeckung der grundlegenden Rolle des
Bors fiir die Pollenphysiologie durch SCHMUCKER
(1933 und 1935) wurde die Bedeutung dieses Faktors
fiir die Pollen vieler Pflanzen nachgewiesen (vgl. z. B.
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Abb. 2. Keimung und Schlauchwachstum bei verschiedenem
Saccharosegehalt in vitro.

a) Keimung; b) Schlauchwachstum (Grundmedium vgl. S.19§;
versch. Saccharosezusitze)

GLENK und WAGNER 1961, VASIL 1962, STANLEY and
LICHTENBERG 1963 und FAHNRICH 1964). Borsiure
wirkt nach Kato und Hosokawa (1953) sowie nach
Magassy (1962) in niedrigen Konzentrationen auch
bei der in vitro-Keimung von Beta-Pollen stark for-
dernd. Unseren Erfahrungen nach ist dariiber hinaus
ein gewisser Borgehalt des Mediums eine conditio
sine qua non. In keinem Fall konnte ohne Zusatz
von Borverbindungen eine Ausbildung von Pollen-
schliuchen beobachtet werden; nur in wenigen Ver-
suchen wurde bei Fehlen von Bor im Néahrsubstrat
eine Vorwolbung von Keimporen registriert. Wenn
andere Autoren die absolute Borabhingigkeit der
Beta-Pollenkeimung nicht auffanden, so mag dies
daran liegen, daBl die Nihrbodenbestandteile schon
von vornherein Borspuren enthielten. Insbesondere
gilt dies von Agar-Agar, der in unseren Versuchen
durch die borfreie Gelatine ersetzt war. Bei unseren
Keimversuchen wurden 4 verschiedene Borverbin-
dungen getestet.

3.4.1. Borsdure

Die durchgefiihrten Borsiurereihen umfaBBten einen
Bereich von 107* bis 1,0%, H,BO,; (Borsdure p. a.
Merck). Bei geringeren Borgaben oder Borfreiheit
des Nihrbodens tritt keine Verinderung der Riiben-
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pollen auf. Ein Platzen der Pollen, wie bei Oenothera
beobachtet (GLENK 1960), konnte nicht festgestellt
werden. Wie Abb. 3a zeigt, erhdlt man optimale
Pollenkeimung mit 107* %, H,BO,. Dagegen werden
bei 10729, H,BO, die lingsten Pollenschliuche aus-
gebildet (Abb. 3b und 4). In einem mittleren Bereich
von etwa 3—5-10729, H,BO, liegt die Borsiure-
konzentration, bei der noch hohe Keimraten und ein
giinstiges Schlauchwachstum zu verzeichnen sind
(Abb. 5).
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Abb. 3. EinfluB verschiedener Borsiurekonzentrationen auf
Keimung und Schlauchwachstum in vitro.
a) Keimung; b) Schlauchwachstum (Grundmedium vgl. S. 198;
versch. Borsiurezusitze)

3.4.2. Andere Borverbindungen
Wie Abb. 6 zeigt, bleiben die Keimprozente bei den
anderen drei gepriiften Borverbindungen (Borax
p- a. Merck, Butyl- und Phenylborsdure! deutlich
hinter den Werten von Borsdure zuriick. Das Kei-

1 Die Organo-Borverbindungen wurden freundlicher-
weise von Herrn Dipl.-Chem. Dr. H. StanL, Ohm Poly-
technikum Niirnberg, fiir unsere Versuche hergestellt.
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Abb. 4. Lange Pollenschliuche auf Grundmedium mit
1072 9, Borsdure (maximal 1275 um). Vergr. 100fach

3 p
L] = - “ -~ i~

s & a ki . 1
Abb. 5. Hohe Keimraten, giinstiges Schlauchwachs-
tum auf Grundmedium mit 5. 10729, HyBO,,
Vergr. 80fach

mungsoptimum erhilt man bei Borax bereits bei
5.107%9,, wobei die Pollenschlauchlingen etwa
denen bei Borsiure entsprechen. Wird das Bor in
Form von Butylborsiure geboten, so sind die Keim-
ergebnisse bei etwa 5.10°29, optimal, doch liegen
die Schlauchlidngen héchstens bei 150 um. Mit Phenyl-
borsiure erhielten wir nur im Bereich um 10729
etwa 19, Keimung. Ahnliches haben STANLEY und
LicHTENBERG (1963) bei Pinus-Pollen festgestellt.
Thren Angaben nach wirkten alle gepriiften Borver-
bindungen mit Ausnahme von Phenylborsiure 6r-
dernd auf Keimung und Schlauchwachstum ein.
Letztere Verbindung soll von Kiefernpollen weit
schneller aufgenommen werden als Borsdure- und
Boraxlgsungen. Die unbeschrinkte Aufnahme von
Phenylborsidure soll deshalb einer der Griinde dafiir
sein, daB diese Verbindung bereits in sehr niedrigen
Konzentrationen toxisch wirkt. Fiir die schlechteren
Keimergebnisse bei Verwendung von Borax dirfte
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Abb. 6. Keimung in vitro bei Zusatz verschiedener Borver-
bindungen (Grandmedium vgl. S. 198)

in unseren Versuchen der zu hohe pH-Wert verant-
wortlich sein.

3.5. Wasserstoffionen-Konzentration

Die Bedeutung des pH-Wertes bei Pollenkeimver-
suchen ist bereits von verschiedenen Autoren be-
schrieben worden (BrRINK 1925, BRANSCHEIDT 1930,
KUHLWEIN 1937 und 1939). FAHNRICH (1964} ermit-
telte bei Hingetropfenkulturen von Awntirrhinum-
und Petunia-Pollen ein Keimungsoptimum bei pH 5.

In unseren Versuchen erfolgte die Einstellung des
pH-Wertes durch Zugabe von nf10 HCl p. a. bzw.
n/10 KOH p. a. zum heiBen, noch {fliissigen Gelatine-
substrat. In Vorversuchen hatte sich gezeigt, daB
K+*- bzw. Cl=-Ionen in Form von KCl p. a. sowohl
die Pollenkeimung als auch das Pollenschlauchwachs-
tum in den mittleren Konzentrationsbereichen nicht
beeinflussen. Wie aus Abb.1 und 7 hervorgeht,
werden die hochsten Keimungsraten von Riiben-
pollen bei pH 5,4 bis 5.7 erzielt. Hohere Wasserstofi-
ionenkonzentrationen wirken sich sowohl auf die
Pollenkeimung wie auch auf das Schlauchwachstum
unglinstig aus und fithren oft zum Platzen der Pollen-
korner (vgl. Abb. 8). Dagegen erreicht man am Neu-
tralpunkt zwar nur geringe Keimprozente, doch dauert
bei ausgekeimten Pollenktrnern das Schlauchwachs-
tum ldnger an, so dal man maximale Pollenschlauch-
lingen erhidlt (Abb.9). Die gleiche Tatsache hat
FABNRICH (1964) bei Pollen von Antirrhinum majus
festgestellt. Im alkalischen Bereich wurden nur in 2
von 11 Versuchsreihen bei pH 9 einige Pollenschliu-
che von maximal 80 . beobachtet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB Befa-
Pollen in einem pH-Bereich von 4,6 bis 9,0 keimen.
Optimale Pollenkeimung erfolgt bei pH 5,4 bis 5,7,
das Schlauchwachstum ist in einem pH-Bereich von
5,4 bis 7,0 etwa gleich mit einem leichten Maximum
beim Neutralpunkt.
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Abb. 8. Geplatzte Pollenkérner auf zu sauerem

Medium (Grundmedium vgl. S.198; pH 4,6 durch HCl-

Zusatz), im hinteren Teil des ausgekeimten Pollen-
schlauches Kallosebeldge. Vergr. 400fach
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Abb. 9. Geringe Keimraten, jedoch einzelne, lange
Pollenschlduche bei pH 7,0. Vergr. 100fach

3.6. Einflul von Kalzium-Ionen

Verschiedentlich wurde iiber den giinstigen Ein-
fluB von Ca-Ionen auf die in vitro-Keimung von
Pollen berichtet (vgl. BrINK 1924, GLENK 1960,
BrREWBAKER and Kwack 1963, Kwack and MacDo-
NALD 1965, DE BRUYN 1966, Kwack and Kim 1967).

Wir haben dem unter 3. genannten Grundmedium
Calciumchlorid (CaCl, - 2 H,O p.a. Merck) zwischen
1073 bis 1,09, bzw. Calciumnitrat (Ca(NOy), - 4 H,0
p-a. Merck) von 1072 bis 2,09, zugesetzt. Dabei
zeigte sich, daBl mit steigendem Calciumchloridgehalt
des Nahrbodens die Pollenschlauchkeimraten gleich-
miBig abnehmen (Abb. 11a). Die gebildeten Schlau-
che hatten bis zu einer Konzentration von 5 - 10729,
CaCl, - 2 H,O anndhernd gleiche Léange (Abb. 11b),
doch waren sie, offenbar durch starke irregulire
Wachstumsanregung vielfach am Ende gedreht
{Abb. 10). Bei Calciumnitrat konnte in einer einzigen
Versuchsreihe eine geringfiigige Erh6hung der Keim-
raten beobachtet werden.

Um die Rolle des Calciums bei der Pollenkeimung
besser beurteilen zu kénnen, wire es wichtig, die
Ca-Verteilung in der Ritbenpflanze (vegetativer und
generativer Teil) zu untersuchen. Méglicherweise
enthalten nidmlich die Beta-Pollen bereits vor der
Aussaat die fiir die pollenphysiologischen Vorginge
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Abb. 10. Gewundene Pollenschlduche auf Me-
dium mit Ca?*-Zusatz (0,005% CaCl,- 2 H,O;
15—20% Keimung). Vergr. 270fach
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Abb. 11. Keimung und Schlauchwachstum auf Medien mit
CaCl,-Zusatz.
a) Keimung; b) Schlauchwachstum (Grundmedium vgl. S. 198;
Zugaben von CaCl, - 2 H,0)

notigen Ca-Mengen, so daB der Optimalbereich der
Ca-Konzentration durch Zugabe von Ca?*-Ionen zum
Substrat iiberschritten wird.

3.7. Zeitlicher Ablauf der Keimvorginge

Im Vergleich zu anderen Objekten erfolgen die
Keimungsvorginge bei Befa-Pollen relativ langsam.
Wihrend z. B. bei Oenothera lingstens 45 Minuten
nach der Aussaat die Pollenkeimung des groSten
Teiles der Pollenkérner erfolgt und nach etwa
24 Stunden die Endlinge der Pollenschliuche erreicht
ist (GLENK 19060), zeigt sich bei Beta-Pollen eine
weitere Lingenzunahme der Schliuche noch nach
25 Stunden. Ebenso koénnen Pollenkérner, die an-
fangs auf dem Nihrboden nur vorgetriebene Keim-
poren aufweisen, noch im Zeitraum von 25 bis
51 Stunden Pollenschlduche ausbilden (Abb. 12). Die
groBte Liangenzunahme der Schliuche erfolgt 6 bis
16 Stunden nach der Aussaat und erscheint damit
im Vergleich zu den Pollenschliuchen anderer Di-
kotyledonen ebenfalls verzogert (vgl. DATTA and
NEoGY 1965).

Daraus folgt, daB bei Kulturversuchen mit Befa-
Pollen eine im Vergleich zu anderen Objekten ver-
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langerte Versuchsdauer nétig ist. Eine endgiiltige Aus-
wertung der Keimversuche kann nicht vor 25 Stun-
den nach Ansatz erfolgen. Noch besser gesicherte
Versuchsergebnisse erhidlt man, wenn die Versuche
36—48 Stunden dauern. Bei derartig langer Ver-
suchsdauer macht sich allerdings die mikrobielle
Kontamination (bes. Wachstum von Pilzmycelien)
sehr stérend bemerkbar. Eine gewisse Abhilfe ist
durch die Pollengewinnung nach der unter 2.1. ge-
schilderten Methode zu erreichen. Inwieweit eine
Einddmmung des Pilzbefalls durch Oberflichensteri-
lisation der geschlossenen Antheren (vgl. PETRU,
HraBeTOVA and Tupy 1964) bei Beta moglich ist,
ohne die Pollenvitalitit zu beeintrichtigen, muB noch
gepriift werden.

Es ist moglich, daB die Keimung der Beta-Pollen
in vivo schneller verlduft als bei unseren Experimen-
ten. Der in vitro notwendige hohe Zuckergehalt des
verwendeten Mediums konnte nimlich, wie aus ver-
gleichenden Versuchen mit Narcissus-Pollen hervor-
geht, keimverzogernd wirken (vgl. Tabelle). Wahr-

Tabelle. Keimung von Narcissus-Pollen in Abhingigheit
von der Sacchavosekonzentration
(Grundmedium mit 59, Gelatine und 0,01%, Borsdure)

Saccharose-Konzentration

Keimung
nach 10% 20%, 30%
3 Stunden 27--36%, 23—30% 0%
32 Stunden  28—36%, 23—30% 25—36%
90
% L e -—<L——-——~1>—--l} ————————————————————
80 & t— = Summe
rd
70 A S —— - ]
4
80 -t e -
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Abb. 12. Zeitlicher Ablauf der Keimvorginge in vitro.
a) Keimverlauf; b) Schlauchwachstum (Grundmedium vgl.
S. 198)
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scheinlich sind hierfiir osmotische Griinde maBgebend
(Verlangsamung der Wasseraufnahme durch die Pol-
lenko6rner nach der Aussaat infolge des betrichtlichen
osmotischen Wertes des Mediums).

3.8. Kallosebildung

Kalloseeinlagerungen in Pollenschliuchen sind
schon sehr frith beobachtet (ELFVING 1879) und spiter
vielfach bestitigt worden (z. B. HAECKEL 1951, Lins-
KENS und EssER 1957, GLENK 1960).

Auch bei Beta-Pollenschliuchen finden sich oft
wandstindige Kallosebelidge (vgl. Abb. 8), dagegen
ist die Ausbildung von Kallosepfropfen in vitro weni-
ger hiufig zu sehen. Wir konnten meist nur einen
Kallosepfropfen pro Schlauch finden und auch dies
nur in sehr langen Pollenschliuchen.

3.9. Andere Wachstumserscheinungen

Wihrend normalerweise auf unseren Nédhrbéden
eine monosiphone Pollenkeimung erfolgte, fanden
sich doch vereinzelt Ansdtze zu bisiphoner Keimung:
Einzelne Pollenkérner hatten einen Pollenschlauch
ausgetrieben, wihrend eine weitere Keimpore vor-
gewolbt war (Abb. 13). Bei anderen Pflanzenfami-
lien, deren Pollenkérner ebenfalls viele Keimporen
besitzen, scheint dagegen polysiphone Keimung die
Regel (vgl. DatTA and NEOGY 1966). Selbst Pollen
mit wenig Keimporen keimen teilweise bi- oder tri-
siphon (eigene unverdffentlichte Untersuchungen an
Epilobivim[Onagraceae und Narcissus/Amaryllida-
ceae). Erwidhnenswert ist noch das gelegentliche Auf-
treten verzweigter Pollenschlduche (Abb. 14). Pollen-
schlauchverzweigungen entstehen entgegen einer
frither verbreiteten Ansicht (vgl. KAIENBURG 1950)
nicht durch Wachstumshemmung. Vielmehr handelt
es sich hierbei um ein bei vielen Pflanzen verbreitetes,
offenbar physiologisch normales Phidnomen (vgl.
GLENK 1964, DaTTA and NEOGY 1966), welches in vivo
dem leichteren Auffinden der Mikropyle dienlich
sein konnte.
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Abb. 14. Pollenschlauch-
bifurkation {(Grund-
medium vgl. S. 198).

Vergr. 360fach

Abb. 13. Ansatz zu bisiphoner
Pollenkeimung
(Grundmedium vgl. S. 198).
Vergr. 360fach

4. Zusammenfassung
a) Mit frisch geernteten Pollen von Beta vulgaris L.
wurden in den Jahren 1966/67 in vitro-Keimversu-
che auf halbfesten Gelatinesubstraten durchgefiihrt.
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Grundmedium: 5%, Gelatine, 309, Saccharose, 0,03%,
Borsdure (pH 6,4). Kulturversuche in wisserigen
Loésungen brachten nur geringe Erfolge.

b) Fiir die Erzielung befriedigender Pollenkei-
mungsraten in vitro ist der optimale Reifegrad der
Pollenkérner, der unmittelbar nach dem AufreiBlen
der Antheren erreicht wird, entscheidend.

c) Maximale Keimfidhigkeit der Pollen konnte nur
in den Monaten August und September beobachtet
werden.

d) Die Keimung der Beta-Pollen ist borabhingig:
Ohne Zusatz von Borverbindungen zum Nihrboden
erfolgt keine Keimung. Die optimalen Konzentratio-
nen sind bei Borsdure 1071 9, fiir die Pollenkeimung,
10729, fiir das Pollenschlauchwachstum, die lingsten
Pollenschlduche erreichten hierbei 750 pm, in einzelnen
Fillen sogar 1200 um. Borax und Butylborsiure sind
weniger wirksam als Borsdure. Phenylborsidure for-
dert die pollenphysiologischen Vorginge nur in sehr
geringem MafBe und wirkt in Konzentrationen von
mehr als 1073 9 toxisch.

e) Die hochsten Keimraten in vitro (859,) erhielten
wir auf dem Grundmedium bei pH 5,4—5,7 nach
Zusatz von n/10 HCl. Eine Zugabe von Ca?*-Ionen
zum Néhrboden erwies sich als iiberfliissig.
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