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RI~SUMJ~. 
Les composants endocellulaires de la pigmentation du bacille 

de la fldole comprennent des carottholdes et des pigments quinoniques ; 
nous avons identifib trois carotdnoldes, h savoir /?-carotkne (ou 16pro- 
t h e ) ,  xanthophylle et chrysofldine. 

Nous avons mis en dvidence l’action anticarotdnogbne du phenol 
et signalons le pouvoir chromogkne du m-dinitrophhol. 

Institut de Botanique gkndrale de l’universitd, Gendve. 

130. Die Wirkung von Carotinoiden auf die Keimung von 
C y klamenpollen 

von F. H. Schwarzenbach. 
(28. 111. 51.) 

Carotinoide sind im Pflanzenreich weit verbreitet. Besonders hau- 
fig sind sie in Bluten lokalisiert, was zur Vermutung gefuhrt hat, dass 
diese Pigmente fortpflanzungsphysiologische Vorgiinge steuern konn- 
ten. Um diese Vermutung zu prufen, wurde das folgende Teilproblem 
herausgegriffen : Sind Carotinoide Wirkstoffe fur die Pollenkeimung 1 

Methodik.  
Die versuchstechnische Schwierigkeit bei der Losung dieser 

Frage liegt darin, dass Carotinoide extrem lipophile Stoffe sind, wah- 
rend der Pollen zur Keimung Wasser benotigt. Um die Wirkung von 
Carotinoiden auf die Pollenkeimung feststellen zu konnen, ist es 
daher notwendig, gleichzeitig Wasser und ein Fettlosungsmittel an 
den Pollen heranzubringen. Das lasst sich dadurch erreichen, dass 
der Blutenstaub in der feuchten Kammer nicht wie ublich in einer 
wiisserigen Niihrlosung zur Keimung gebracht, sondern auf Paraffin, 
das als Losungsmittel fur Carotinoide dient, kultiviert wird. Das fur 
die Keimung benotigte Wasser wird dem Pollen in der feuchten Kam- 
mer in Form von Wasserdampf zur Verfugung gestellt. 

Versuchsvorschrif t .  Man lost das zu prufende Carotinoid in der gewiinschten 
Konzentration in geschmolzenem Paraffin vom Smp. 55O-6Oo. Ein Tropfen dieser Losung 
wird heiss auf ein Deckglas gebracht, wo man ihn erstarren liisst. Nach Abkuhlung wird 
der Tropfen mit Pollen beimpft, indem man den Bliitenstaub mit einer Priipariernadel 
in moglichst dunner Schicht aufstreicht. Das Deckglas wird auf eine mit Paraffin01 oder 
Vaseline abgedichtete feuchte Kammer aufgesetzt. (Die verwendeten feuchten Kammern 
bestanden aus einem Objekttrager mit aufgekittetem Glasring von 10 mm Hohe und 15 mm 
lichter Weite.) 

Die Versuchsbedingungen fur die Pollenkeimung miissen fur jede Pflanzenart be- 
sonders festgelegt werden. Fur Bliitenstaub von Cyclamen persicum Mill. betrug die Ver- 
suchsdauer bei der optimalen Keimungstemperatur von 24O vier bis fiinf Stunden. 
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Wach Ablauf der Versuchszeit wurde dic Keiinung durch Kaltstellen der Kulturen 
(Temp. unter + 5O) in allen Kammern gleichzeitig unterbrochen. Die Auszahlung der 
Pollenkorner erfolgte auf einem Objekttrager in Wasser, indem der Paraffintropfen mit 
einem Skalpell vom Deckglas abgelost und der anhaftende Pollen durch Schwenken in 
einem Wassertropfen abgespult wurde. 

Anlage  u n d  Auswer tung  d e r  Versuche. Jedes Carotinoid wurde bei verschie- 
denen Konzentrationen auf seine Wirkung gepriift. A18 Ausgangskonzcntration diente 
bei leicht loslichen Carotinoiden in der Regel eine Losung von einem Gewichtsteil des 
Carotinoids in 1000 Gewichtsteilen Paraffin; bei schwerloslichen Pigmenten wurde die 
gesattigte Lijsung als Ausgangspunkt gewahlt, wobei deren absolute Konzentration ab- 
geschatzt wurde. Zur Herstellung der Verdunnungsreihen, bei denen sich zwei aufeinander- 
folgende Verdunnungsstufen meist um den Faktor n = 10 unterschieden, wurde zu vier 
oder funf Tropfen Losung einer gegebenen Konzentration die (n - 1)fache Anzahl Tropfen 
reinen, geschmolzenen Paraffins zugefugt. 

Bei jeder Verdiinnungsstufe wurde eine Reihe paralleler Versuche angesetzt. Da- 
neben diente zur Kontrolle der Keimfahigkeit des verwendeten Blutenstaubes eine Serie 
von 4-10 Kammern, in denen der Pollen auf Paraffin allein, ohne Zugabe von Caroti- 
noiden, zur Keimung gebracht wurde. 

Die Auswertung erfolgte in drei Stufen: 
I. Bestimmung der Keimrate fur  jede einzelne Versuchskammer. 
2. Bestimmung der mittleren Keimrate fur  jede Serie parallel durchgefuhrter Ver- 

suche. 
3. Vergleich der mittleren Keimrate jeder Versuchsserie mit dem Mittelwert der 

Kontrollen. 
Zur Bestimmung der Keimrate in jeder Einzelkammer wurden 300 Pollenkorner in 

sechs zufallig herausgegriffenen Stichproben von je 50 Kornern ausgezahlt. Diese Gruppe 
wurde statistisch auf ihre Homogenitat gepruftl). Da nur bei homogenen Kulturen Ge- 
wahr dafur besteht, dass das Stichprobenmittel nicht wesentlich von dem Wert abweicht, 
der durch das Auszahlen samtlicher Pollenkorner einer Versuchskammer bestimmt wird, 
schaltete ich inhomogene Kulturen von der weiteren Auswertung aus. Elimination einer 
Kammer erfolgte dann, wenn die Wahrscheinlichkeit, rein zufallig aus der normal verteil- 
ten Gesamtheit aller Pollenkorner eine Stichprobengruppe von 6 x 50 Kornern mit der 
beobachteten oder einer noch grosseren Streuung zu ziehen, unter den Wert von 0,05 
sank. Fur  den Homogenitatstest wurde die folgende Formel verwendet : 

Chi2 = 
Z (xi - Tist)' 

mpq 
Chi2 = statistische Masszahl. 
xi = Anzahl der gekeimten Pollenkorner in  jeder einzelnen Stichprobe. 
x S ~  = arithmetisches Mittel der sechs Stichproben. 
m = Anzahl der ausgezahlten Pollenkorner pro Stichprobe. 
p = prozentualer Anteil der gekeimten Pollenkorner in der gesamten Stichproben- 

- 

P P P e .  
q = 1 - p .  

Aus Tabellen fur Chi2 lasst sich der Zahlenwert fur  die Wahrscheinlichkeit P ab- 
lesen; als Freiheitsgrad wird der Wert (n- 1) gewahlt. (n Anzahl Stichproben in der 
untersuchten Gruppe.) 

Dann wurde fur  jede Serie paralleler Einzelversuche das arithmetische Mittel be- 
rechnet und, nach der gleichen Formel wie oben, die Wahrscheinlichkeit P als Mass fur  
die Homogenitat bestimmt. Inhomogene Serien mit der Wahrscheinlichkeit P I; 0,05 

l) Das im folgenden skizzierte, statistische Verfahren wurde mir von H e m  Prof. 
Dr. A .  Linder, ETH. Zurich personlich mitgeteilt. Ich mochte es nicht unterlassen, ihm 
dafur meinen besten Dank auszusprechen. 
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wurden von der weiteren Bearbeitung ausgeschlossen. Solche inhomogenen Kulturen tra- 
ten sehr selten auf und konnten immer auf Versuchsfehler, wie z. B. ungenugende Ab- 
dichtung der feuchten Kammern, zuriickgefuhrt werden. 

Urn die Wirkung eines Carotinoids bestimmter Konzentration auf die Keimung von 
Cyklamenpollen festzuIegen, diente der t-Test iiach R. A. Fisher1). 

Ver su c h s erge b nis s e. 
Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 
Die Experimente zeigen, dass Carotinoide die Pollenkeimung von 

Cydamen persicurn Mill. beeinflussen. Nach ihrer Wirkung und nach 
den Schwellenwerten der wirksamen Konzentration lassen sich die 
25 gepruften Carotinoide in sechs Gruppen einteilen. Tabelle 1 be- 
ginnt mit den extremen Forderstoffen und schliesst mit den extremen 
Hemmstoffen ab. 

Die extremen Forderstoffe stimulieren noch in Verdiinnungen 
von 1 : lo6 Gewichtsteilen die Keimung von Cyklamenpollen. I n  diese 
Gruppe gehoren Lycopin und Crocetin. 

Die Gruype der starken Forderstoffe mit der Wirkungsschwelle 
bei einer Konzentration zwischen 1 0 - 5  und Gewichtsteilen wird 
durch die beiden Carotinoide Bixin und Capsanthin gebildet. 

Bei den schwachen Forderstoffen liegt die Wirkungsschwelle bei 
einer Konzentration von Gewichtsteilen j Konzentrationen von 
10-3 wirken stimulierend auf die Keimung. Diese Gruppe umfasst eine 
Reihe von Xanthinen : Kryptoxanthin, Xanthophyll-epoxyd, Xantho- 
phyll-dipalmitat, Antheraxanthin und Physalien. Aus Analogie werden 
Xanthophyll und Zeaxanthin ebenfalls in diese Gruppe eingereiht, 
obwohl sich diese beiden Stoffe ihrer Schwerloslichkeit in Paraffin 
wegen bei der entscheidenden Konzentration von nicht prufen 
lassen. Ausserdem gehoren Dihydro- B-carotin und Eschscholtzxanthin 2, 

in diese Gruppe. 

Er l i iu te rungen  z u r  T a b e l l e  1. 
Konzentrationen : 

Die Konzentrationen werden in Gewichtsteilen angegeben; eine Konzentration von 
lop4 bedeutet z. B. dass ein Gewichtsteil des Carotinoids in 10000 Gewichtsteilen 
Paraffin gelost ist. 

H = Hemmung, F = Forderung, I = Indifferenz. 
Symbole zur Bezeichnung der Wirkung: 

Symbole zur Bezeichnung der statistischen Sicherung: 
* = statistisch gesichert, 0,05 2 P > 0,Ol. 

*** = statistisch sehr stark gesichert 0,001 2 P. 
** = statistisch stark gesichert, 0,Ol 2 P > 0,001. 

( ) = statistisch ungesicherte Forderung oder Hemmung. 

Fur  Anwendung und mathematische Grundlagen des Verfahrens vgl. z. B. 
A .  Linder, Statistische Methoden fur Naturwissenschafter, Mediziner und Ingenieure, 
Verlag Birkhguser, Base1 1948. 

2, Helv. 34, 445 (1951). 



Lycopinl) . . . . . .  
. . . . . .  I Crocetinl) 

Bixinl) . . . . . . .  
Capsanthinl) . . . . .  
Xanthophylll) . . . .  
Xanthophyll-epoxyd . 
Xanthophyll-dipalmitat 
Kryptoxanthinl) . . .  
Antheraxanthinl) . . .  

Physalien . . . . . .  
Dihydro-p-carotin . . .  
Eschscholtzxanthin . . 
y-Carotin . . . . . .  
e,-Carotin . . . . . .  
Aurochroml) . . . . .  
Mutatochrom. . . . .  
Luteochrom . . . . .  
Flavoxanthinl) . . . .  
Chrysanthemaxanthin 
a-Carotin . . . . . .  

I 

Zeaxanthinl) . . . . .  

(F)2) F** F* I I I  

I F** (F)3) F*** 

I 1  
F** I 

F** F* I 
I I I I 1  

F** I I 
F** I I I I 

I?* I I I 
F* I I I 

I I I I 
F** I I I I 

F*** F* F* F* I I I 1  
F*** I I I 

I I I I 
I I I I 

I I 
H*** H*** I I 

H*** H* H** I I 
H* H** I I 
H** (H)4) I I 
H*** H*** 1 I 

@-Carotin-monoepoxyd 
/3-Carotin-diepoxyd . . 
Decapr.eno-p-carotin . . L 

H** ( W 5 )  1 H** H** 
H*** H*** H*** (H)6) 

H** H** H** (H)') I 1  
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Tabelle 1. 
W i r k u n g  v o n  C a r o t i n o i d e n  auf  d i e  P o l l e n k e i m u n g  v o n  Cyclamen persicurn. 
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1 -- 

I I 1 

l) Dieser Hinweis bedeutet, dass es sich um ein schwerlosliches Carotinoid handelt, 
fur welches die gesattigte Losung als Ausgangskonzentration zur Herstellung der Ver- 
dunnungsreihe gewahlt wurde. Da die absolute Konzentration der gesattigten Losung 
geschatzt wurde, konnen die Konzentrationsangaben bei diesen Carotinoiden nur in bezug 
auf die Grossenordnung als gesichert angenommen werden. 

2, Die Forderung lasst sich statistisch nicht sichern, da die Werte der drei parallel 
durchgefuhrten Versuche eine zu grosse Streuung aufweisen, was sich im niedrigen Wert P 
fur  Homogenitat ausdruckt: P = 0,51. 

3, Die Wahrscheinlichkeit fur die ubereinstimmung der Versuchsserie mit der 
Kontrollserie liegt mit 0,06 nur knapp ausserhalb der Sicherheitsschwelle von 0,05. 

4, Die Streuung der drei Einzelwerte dieser Serie ist zu gross; die Wahrscheinlich- 
keit dafiir, dass die drei Werte aus der gleichen Grundgesamtheit stammen, betragt 
nur 0,43. 

Die Hemmung lasst sich statistisch nicht sicbern, da die beobachtete Abweichung 
zu klein ist. 

6, Die Keimrate liegt bei der Konzentration von 10V noch deutlich unter dem 
Durchschnitt der Kontrolle; die Differenz ist jedoch statistisch nicht mehr zu sichern. 

7, Die Hemmung lasst sich nicht mehr statistisch belegen, da  die beiden einzigen 
Werte der Versuchsserie eine zu grosse Streuung aufweisen. (P fur Homogenitat = 0,47). 
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Drei C arotinoide sind indifferent : y-Carotin, e,-Carotinl) und 
Aurochr om. 

Der Gruppe der starken Hemmstoffe (Wirkungsschwelle bei einer 
Konzentration zwischen und Gewichtsteilen) sind funf Ca- 
rotinoide zuzurechnen : die vier monofuranoiiien Oxyde Mutatochrom, 
Luteochrom, Flavoxanthin und Chrysanthemaxanthin sowie tc- 

Carotin. 
Die Gruppe der extremen Hemmstoffe, die noch in Verdiinnungen 

von 1 : lo6 wirksam sind, umfasst /?-Carotin, ,8-Carotin-mono-epoxyd, 
8-Carotin-di-epoxyd und Deca.preno-,8-carotin2). 

Chromatographisch gereinigte Fraktionen zweier Carotinoide aus 
Cyklamenpollen wirkten stark hemmend auf die Keimung von Cykla- 
menblutenstaub. Die Hemmwirkung der beiden Carotinoidfraktionen 
liess sich durch Zugabe von unbefruchteten, jungen Samenanlagen 
einer bestimmten Handelssorte von CycZccrneB persicurn Mill. neutrali- 
sieren. Der gleiche Effekt konnte in Modellversuchen reproduziert 
werden, indem es gelang, die Hemmwirkung von /?-Carotin und Luteo- 
chrom (Konzentrationen 10  -5 Gewichtsteile) durch /?-Indolyl-essig- 
saure (wasserige Losung von 50 mg/l) aufzuheben. /?-Indolyl-essig- 
saure selbst wirkt indifferent auf die Keimung von Cyklamenpollen. 
(Vgl. Tab. 2.) 

Auf den extremen Forderstoff Crocetin hatte die Zugabe von 
8-Indolyl-essigsaure keinen Einfluss. 

Die Versuche wurden mit einer neuen Methode durchgefuhrt, die es erlaubt, gleich- 
zeitig den Einfluss beliebiger fett- und wasserloslicher Wirkstoffe auf die Pollenkeimung 
zu untersuchen. Einzelheiten daruber werden zusammen mit dem Belegmaterial fur die 
vorliegende Arbeit und weiteren Versuchsergebnissen an anderen Pollensorten spater ver- 
offentlicht. Die Publikation wird voraussichtlich in der Viertel jahrsschrift der Natur- 
forschenden Gesellschaft Zurich erscheinen. 

TabeIle 2. 
Einf luss  v o n  /3-Indolyl-essigsaure auf d ie  W i r k u n g  verschiedener  

Carot inoide.  

Kontrollen : 
a) Keimfahigkeit des 

Pollens . . . . . . 
b) Wirkung der /3-Indo- 

lyl-essigsaure . . . 
c )  Wirkung des Caroti- 

noids . . . . . . . 
Versuch: 

Carotinoid + /3-Indolyl- 
essigsaure . . . . . 

11 % SQ 

9 23,19% 13,35 

9 22,63% 11,03 

9 16,90% 50,30 

9 26,93% 5,07 

Luteochrom 

n % SQ 

9 22,29% 58,36 

9 24,26% 83,35 

8 13,78% 180,70 

8 21,25% 72,68 

Crooetin 

n % SQ 

9 21,07% 85,25 

9 20,44% 75,49 

9 25,70% 35,67 

9 24,93% 134,62 

l )  Helv. 33, 1433 (1950). 2, Helv. 34, 28 (1951). 
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E r l a u t e r u n g e n  zur Tabel le  2.  
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n = Anzahl der ausgezahlten Einzelversuche pro Versuchsserie. In jedem Einzelver- 
such wurde die Keimrate durch Auszahlen von 6 x 50 = 300 Kornern bestimmt. 

% = mittlere Keimrate der Versuchserie, berechnet als arithmetisches Mittel der n 
Einzelversuche. 

SQ = Summe der Quadrate der Abweichungen dcr Einzelwerte vom arithmetischen 
Mittel der Versuchsserie. 

Die Werte von n und SQ sind angefuhrt, um die Moglichkeit zu bieten, die Angaben 
uber den Grad der statistischen Sicherung nach dem t-Test uberpriifen zu konnen. 

Die Aufhebung der Hemmwirkung des p-Carotins ist statistisch sehr stark (P < 
0,001), die Blockierung der Hemmung des Luteochroms stark gesichert (P < 0 , O l ) .  Die 
Keimrate von 24,93% im Versuch mit dem Forderstoff Crocetin weicht nicht wesentlich 
vom Kontrollmittel (25,70%) ab. 

Zus ammen f a s sung. 

Es wird eine Methodik beschrieben, mit welcher es gelingt, Caro- 
tinoide auf ihre Wirkung in der Pollenkeimung zu untersuchen. Es 
wird gezeigt, dass auf die Pollenkeimung von CycZamen persicurn Mill. 
gewisse Carotinoide hemmend, andere stimulierend wirken, wahrend 
eine dritte Gruppe keine ausgesprochene Wirkung aufweist. 

Chromatographisch gereinigte Fraktionen zweier Carotinoide aus 
dem Cyklamenpollen wirken stark hemmend. Die Hemmwirkung 
liisst sich durch Zugabe unbefruchteter Samenanlagen von CycZarnen 
persicum Mill. aufheben. Der Effekt kann in Modellversuchen repro- 
duziert werden, indem die Hemmwirkung von ,!?-Carotin und Luteo- 
chrom durch die Zugabe yon ,!?-Indolyl-essigsaure aufgehoben wird. 

Die Priparate fur  diese Versuche wurden mir vom Chemischen Institut der Uni- 
versitat Zurich zur Verfugung gestellt. Ich mochte es nicht unterlassen, Herrn Prof. Dr. 
P.  Karrer fur  dieses grosszugige Entgegenkommen sowie fur  sein Interesae, das er dieser 
Arbeit entgegengebracht hat, aufrichtig zu danken. Zu Dank verpflichtet bin ich ferner 
den Herren C. H .  Eugster und E .  Leumann, Assistenten am Chemischen Institut der Uni- 
versitit Zurich, fur  ihre Anregungen und ihre Unterstutzung. 

Institut fur Allgemeine Botanik 
(Direktor Prof. Dr. H .  Wanner) der Universitiit Zurich. 




