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Methodische Untersuchungen zur Ploidiebestimmung an Ruhekernen* 
I. Tri[olium pratense und Tri[olium hybridum 

V o n  A L O I S  R E I T B E R G E R  

Mit 7 Textabbildungen 

I. Einleitung 
Die Ztichtung yon kiinstlich polyploid gemachten 

Kulturpflanzensorten gewinnt st~indig an Bedeutung. 
Damit wird die Aufgabe gestellt, zur Ploidiebestim- 
mung ftir jede Species ein m6glichst brauchbares Ver- 
fahren auszuarbeiten. Dieses sollte sicher, leicht, 
rasch und billig sein. Dabei smite eine Ploidiebe- 
stimmung ftir jedes Entwicktungsstadium und bei 
jeder Pflanze einer Probe ausffihrbar sein, gegebenen- 
fails ohne st~rkere Schfidigung der Pflanzen. 

Die Ausz~ihlung der Chromosomen Jn dell Mitosen 
und Meiosen ist zwar die sicherste Methode der Ploi- 
diebestimmung, doch ist sic bekanntlich mit Schwie- 
rigkeiten verbunden; so ist es im allgemeinen nicht 
leicht, ausz~hlbare Teilungsstadien aufzufinden. Wir 
haben deshalb verschiedene Arten Yon Kulturpflan- 
zen auf die M6glichkeit hin untersucht, die Ploidie- 
stufe an nicht in Teilung befindlichen Zellkernen, den 
Ruhekernen, zu erkennen. Dafiir kommen in diesen 
heteropyknotische K6rper, die Chromozentren, in 
Betracht, nicht selten auch die Nucleolen. Bei Cruei- 
feren Mngt die Chromozentrenanzahl in bestimmter 
Weise yon der Genomanzahl ab (REITBERGER 1949). 
Bei Beta vulgaris ist die Feststellung der Anzahl der 
Trabantenchromozentren ein geeigneter Weg zur Be- 
stimmung der Ploidiestufe (2x, 3 x oder 4 x, REITBER- 
aER 1956 ). Ftir jede Species mug das tauglichste Ver- 
fahren ausgearbeitet werden; dabei sind die verschie- 
denen Gewebe und Organe einer Pflanze fiir die Ploi- 
diebestimmung verschieden geeignet. 

In der vorliegenden Arbeit wird fiber die Methoden 
der Ploidiebestimmung berichtet, die Itir Tr{[olium 
pratense (Rotklee) und Tr. hybridum (Schwedenklee) 
ausgearbeitet und fiir zweckm~iBig befunden wurden. 
In weiteren Ver6ffentlichungen soil iiber entsprechen- 
de methodische Untersuchungen bei verschiedenen 
Cruciferen und Gramineen berichtet werden. 

II. Trii'olium pratense 
Beim Rotklee besteht unser Verfahren der Ploidie- 

bestimmung darin, dab bei geeigneten Organen und 
Geweben die in den Ruhekernen vorkommende 
H6chstzahl der nucleolusassoziierten Chromozentren, 
von uns T-Chromozentren (= T) genannt, festge- 
stellt wird. Sie stimmt mit der Ploidiestufe der be- 
treffenden Einzelpflanze tiberein. Die T-Chromo- 
zentren sind heteropyknotische K6rper, die auf be- 
stimmte heterochromatische Abschnitte der nucleo- 

* Herrn Professor Dr. HA~s BAUER zur Vollendung 
seines 60. Lebensjahres gewidmet. 

lusbildenden Chromosomen zuriickgehen; bMm Rot- 
klee (und Schwedenklee) ist in jedem haploiden oder 
lx-Chromosomensatz ein solches Chromosom zugegen 
(2n = 2x = ~4 nach DARLINGTO~ U. WYLIE 1955. 
Vgl. die 4x-Metaphase der Abb. 1). 

Abb. 1. Tr.  pratense. Metaphase aus einer Wurzelspitze einer Tetraploiden. 
AE~ N~;; 6ooofach. 

Als Untersuchungsmaterial dienten eine diploide 
und drei tetraploide Soften. Bei der Ermittlung der 
angegebenen Prozentzahlen wurden nur zufallsgem~iB 
herausgegriffene Ruhekerne analysiert. Gleichlau- 
fend mit T-Chromozentrenz/ihlungen wurden Chro- 
mosomenz~hlungen an Wurzel- und SproBvegeta- 
tionspunkten yon 37 Diploiden und 204 Polyploiden 
ausgeftihr t. 

Bei der Ploidiebestimmung liegen zwei Aufgaben 
vor: 1. die Ploidiebestimmung beim Saatgut, wobei 
es nicht darauf ankommt, die Pflanzen am Leben zu 
erhalten; 2. die Feststellung der Ploidie bei in ver- 
schiedenen Entwicklungsstadien befindlichen Einzel- 
pflanzen, die zur Weiterzucht verwendet werden 
sollen. 

A. Ploidiebestimmung beim Saatgut 
Hierft~r eignen sich nach unseren Befunden beson- 

ders gut die Ruhekerne der W u r z e l h a u b e  (Kalyp- 
tra) der Hauptwurzel yon Keimlingen, dle in Glas- 
schalen herangezogen werden; daneben sind noch 
andere Gewebe solcher Keimpflanzen brauchbar, 
wenn auch weniger gut. 

1. K u l t u r m e t h o d e  
Bei der Anzucht der Keimlinge in der Glasschale 

sollen bis zur Fixierung optimale Keimungsbedingun- 
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Abb. 2 - 6 .  Tr. pratense. Ruhekerne aus einer Wltrzelhaube einer 
Tetraploiden lrfit je 4 T-Chromozentren und 4 his 1 Nueleolen. 

T T-Chromozentrum, N Nueleolus, C Chromatinpartikel. 
Alkohol-Formoi, KE; 6ooofach. 

Abb. 6 

gen gegeben sein, dami t  etwaige Selektionswirkungen 
zugunsten bes t immter  Ploidiestufen m6glichst aus- 
geschaltet werden Dieser Forderung wird nach un- 
seren Versuchen folgendes Anzuchtverfahren gerecht, 
das zudem auch in mikrotechnischer Hinsicht vorteil-  
haft  ist: Man h~ilt die Glasschale, in der die Samen-  
k6rner auf feuchtes, sehr glattes Fil tr ierpapier gelegt 
worden sind, (im Dunkeln) in einer Wechseltem- 
pera tur  (3o~ 6 h, ungef~hr 20 ~ 18 h) oder dau- 
ernd in Z immer tempera tu r ;  in beiden F/illen sind 
Keimungsprozents~itze, Wachstumsgeschwindigkeit  
usw. ungef~hr die gleichen. Nach etwa 48 h erreicht 
die Hauptwurzel  die ffir die karyologische Unter-  
suchung der Wurzelhaube wohl gfinstigste L~nge yon 
8 mm,  worauf fixiert wird. Diese L~tnge erreicht man  
bei einer Dauer t empera tu r  yon 3 ~ schon emige 
Stunden frfiher; bei (fiber 2 Jahre) a l tem Saatgut  
jedoch sind die beiden ers tgenannten Tempera turen  
besser. 

2. M i k r o s k o p i s c h e  T e c h n i k  
Um eine Mikrotechnik zu finden, die eine sichere, 

leichte und gute Darstellung vor allem der T-Chromo- 
zen t ren  der Wurzelhaube gew/ihrleistet, wurden ver- 
schiedene Versuche durchgeffihrt. Neben anderm ist 
eine kontrastreiche F~rbung der T sowie eine Ma- 
zeration erforderlich, die weder zu schwach noch zu 

s tark  ist. Am meisten zu emp%hlen dfirfte folgendes 
Verfahren sein: Ganze Keimlinge werden 2 h oder 
l~tnger mit  Alkohol-Eisessig ( - - A E )  3 : 1  fixiert;  
darin kann man sie bei Z immer tempera tu r  auch 
(jahrelang) aufbewahren. Oefiirbt werden sie mit  
Karminessigs~iure (--  KE),  und zwar in einem Glas- 
gefiB bei 8o ~ 1 oder mehr  h. Hierauf bringt man 
sie in Zimmer tempera tur .  Dann werden die Wurzel- 
spitzen auf dem 0bjekttrf iger  in K E  abgeschnitten, 
mit  dem Deckglas bedeckt  und gequetscht,  wobei man  
vorher gar nicht oder nur m~iBig klopft. Keimlinge, 
die nach etwa 8 h noch nicht zu Pr/ iparaten verar-  
beitet  werden konnten, fiberfithrt man aus der K E  
in eine Mischung aus 1 Teil K E  und 3 Teilen 45% iger 
Essigs~ure, worin sie verschlossen bei Z immer tem-  
peratur  mehrere Monate ohne Beeintr/ichtigung der 
F~rbung und Mazeration aufbewahrt  werden k6nnen. 
Mikroskopiert wird zun~ichst mi t  einem schwachen 
Obj ektiv (etwa 3,5mal), hierauf mit  einer 01immersion 
(ioomal). Die K E  kann mehrmals  verwendet  werden. 

Wenn man statt  der KE Orcein verwendet, erreicht 
man eine brauchbare F~rbung und Mazeration auch ohne 
Erhitzung. Bekannt ist die Orcein-F~rbung nach ,,Fixie- 
rung" mit Salzs~ure-Alkohol. Bessere Pr~parate jedoch, 
die fast so gut wie die sch6nsten KE-Pr~tparate sind, 
liefert das folgende, auch in anderer Hinsicht vorteil- 
h~ftere Verfahren, das yon S~RM~ u. S~ARMA (1958) 
angegeben und yon uns abge~tndert wurdef Man fixiert 
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die Keimlinge 2 h oder (wohl besser) 15,nger mit AE (3 : 1); 
dann iiberfiihrt man sie in eine gleichzeitig f~rbende und 
mazerierende Mischung, die aus 1 Tell 1/1 n SalzsSmre und 
19 Teilen einer 1%igen L6sung yon Orcein (Gurr, London) 
in 45% iger Essigs~ure besteht. Etwa lo rain sp~Lter kann 
man mit der Herstellung der Pr~parate beginnen, wobei ~ 
die Wurzelspitzen auf dem Objekttr~ger, bevor man das 
Deckglas auflegt, in Tropfen der genannten Mischung 
oder in Tropfen einer 1%igen L6sung yon Oreein in 
45%iger Essigs~ure gelegt werden. Die Keimlinge kann 
man in der Mischung (1 : 19) wochenlang aufbewahren. 

Mittels der angegebenen Methoden der KE- und Orcein- 
FS, rbung werden neben den T-Chromozentren such die 
C h r o m o s o m e n  gentigend gef~Lrbt. Wenn man bei 
einem PrS, parat nach der T-AuszXhlung stark klopft und 
dann quetscht, ist also grunds~tzlich auch noch eine 
Z~hlung der Chromosomen m6glich. Diese brauch~c man 
vor der Fixierung nicht durch K~lte oder Chemikalien 
zu verkiirzen. 

Start der Deckg15,ser k6nnen Polyvinylchlorid-Folien 
verwende~c werden, wie sie BUTTE~VASS (1961) vorge- 
schlagen hat. Sie sind betr~ichtlich billiger und auch in 
anderer ttinsicht vorteilhafter. Fiir Massenuntersuchun- 
gen kann man sich zweckm~Bigerweise 18 mm breite und 
6o mm lange Folien zurechtschneiden, unter denen 8 
aneinandergereihte -VVurzelspitzen Platz haben. 

nik normalerweise nur schwach oder t iberhaupt nicht 
an (Abb. 7). Will man  sie mit  K E  dagegen intensiv 
f~irben, so fixiert man  vorher zweckm~il3ig mit  Alko- 
hol-Formol 2 : 1 (Abb. 2 - -6) .  

Die oben erw~ihnten C h r o m a t i n p a r t i k e l n  der 
Wurzelhaubenkerne haben im gleichen Kern ver- 
schiedene Gr6Be; die kleinsten von ihnen liegen an 
der Sichtbarkeitsgrenze. Die gr613ten sind meist er- 
heblich kleiner als die T-Chromozentren nnd s o  yon 
diesen ohne weiteres unterscheidbar;  nur in wenigen 
Kernen der Wurzelhaube (h~tufig dagegen in gewissen 
anderen Geweben) erreichen oder fibersteigen sie die 
Gr6Be yon T-Chromozentren. Wenn sie dann yon 
diesen such nur sehwer (sie haben h~iufig etwas un- 
sch~irfere Umrisse als die T) oder gar nicht zu unter-  
scheiden sind, t~iuschen sie t ro tzdem fast  bei keinem 

3. K a r y o l o g i s c h e  B e f u n d e  

Der vordere zentrale Tell der Wurzelhaube besteht  
aus Zellen, die zahlreiche Stgrkek6rner enthalten. 
Die ttbrigen Wurzelhaubenzellen besitzen nur wenige 
o d e r  keine. Ihre L~nge (und damit  ihr Alter) n immt  
von der Spitze der Wurzel nach hinten sowie von 
innen nach augen zu. Fi~r die Ploidiebestimmung 
eignen sich yon ihnen die kurzen Zellen besser als die 
langen, well sie 6fret als diese die H6chstzahl der T- 
Chromozentren aufweisen; auBerdem sind gelegent- 
lich lange Zellen schon abgestorben. Die kurzen 
Zellen sind ferner auch den erw~ihnten Zellen mit  den 
vielen St~rkek6rnern vorzuziehen, weil diese die 
Sicht auf die T-Chromozentren beeintr~ichtigen k6n- 
nen. Damit  die Wurzelhaubenzellen leicht aufzufin- 
den sind, sollen ihre Lagebeziehungen zueinander und 
zu den fibrigen Teilen der Wurzelspitze erhalten blei- 
ben, weshalb man nicht oder nur m~il3ig klopfe. 

Wie die Abb. 2 - -6  veranschaulichen, sind in den 
Ruhekernen der Wurzelhaube Nucleolen (N) zu be- 
obachten, ferner T-Chromozentren (T) und schliel3- 
licit kleine, hier nur wenig interessierende Chromatin- 
partikeln (C) wechselnder Gr6Be und Anzahl. Was 
die N u c l e o l e n  anlangt, so sind bei den di-, tri- und 
tetraploiden Keimlingen 1 bis 2 bzw. 1 bis 3 und 1 bis 
4 (Abb. 2--6) vorhanden. Ihre H6chstzahl s t immt  
also mit  der Ploidiestufe der betreffenden Pflanze 
tiberein, und sie k6nnen somit grunds~tzlich zur Ploi- 
diebest immung dienen (yon Aneuploiden sei hier 
abgesehen). Dieses Verfahren ist aber ftir die Praxis 
nut  wenig brauchbar,  u. a. well jene H6chstzahl in zu 
wenigen Kernen auftr i t t .  W~thrend es keinen Nueleo- 
lus gibt, dem nicht wenigstens 1 T-Chromozentrum 
aufsitzt, kommen T-Chromozentren vor, die nicht 
mit  einem Nucleolus verbunden sind; das kommt  da- 
durch zustande, dab Nucleolen immer  kleiner werden 
k6nnen, bis sie schlieBlich verschwinden (was wir 
such im Sprol3 beobachte t  haben). Die Wurzelhau- 
benzellen k6nnen v611ig nucleolenlos werden; die An- 
zahl solcher Zellen n immt  dabei mit  steigendem Zell- 
alter zu. Die Nucleolen st6ren niemals bei der Aus- 
z~hlung der T-Chromozentren,  auch dann nieht, wenn 
solche yon ihnen fiberdeckt werden; denn die Nucleo- 
Ien f~trben sich mit  der oben angegebenen Mikrotech- 

Abb. 7. Tr. pratense. Ruhekem aus einer Wurzel- 
haube einer Tetraploiden mit 4 T-Chromozentren. 

AE, KE, 15oofae h. 

solchen Kern eine zu hohe T-Anzahl vor; denn in 
beinahe allen solchen Kernen sind zwischen den 
kleinsten Chromatinpart ikeln und den T-Chromo- 
zentren gleitende Gr6Benfiberg/inge vorhanden, die 
von vornherein eine T-Ausz~ihlung unm6glich machen. 
Jeden Kern, der nicht auf den ersten Blick ausz~ihlbar 
ist, fibergeht man einfach. Es finde n sic h ja immer  
noch gentigend andere Kerne vor; beispielsweise sind 
im Blickfeld des Ortholux-Mikroskopes mit  0b jek t iv  
loomal  und Okular 6mal (Leitz) durchschnittl ich 
etwa ein Dutzend Wurzelhaubenkerne zu sehen. 

Die T - C h r o m o z e n t r e n  der Wurzelhaubenzellen 
fallen, wie die Abb. 7 wohl erkennen l~il3t, sofort in die 
Augen, haben scharfe Umrisse, sind s tark  f/irbbar und 
groB (gr613er als in den Blattepidermiszellen von Beta 
vulgafis, REITB:r 1956 ). Sie sind leicht z~h!bar , 
auch dann, wenn sie in einem Kern in verschiedenen 
optischen Ebenen liegen, was sich durch entspre- 
chendes Quetschen weitgehend vermeiden l~il3t. In  
den di-, tri- und tetraploiden Wurzelhaubenzellen 
zfihlt man 1 bis 2 bzw. 1 bis 3 und 1 bis 4 T-Chromo- 
zentren. Kerne ohne jedes T kommen lediglich in den 
oben erw~hnten abgestorbenen oder im Absterben 
begriffenen langen Wurzelhaubenzellen v0r. Auf 
Grund der wechselnden Anzahl der T-Chromozentren 
und der Nucleolen ergeben sich bei jeder Ploidiestufe 
verschiedene Kerntypen  (vgl. Abb. 2--6),  Auf Ge- 
setzm~il3igkeiten in der Variabilit~tt der T-Anzahl 
innerhalb einer Ploidiestufe und auf ihre Ursachen 
braucht  nicht welter eingegangen zu werden. 

Trotz dieser Variabilit~t ist bei der Wurzelhaube 
e in  sicheres Ergebnis bezfiglich der Ploidiestufe ge- 
w~ihrleistet. Denn erstens s t immt  die T-H6chstzahl  
einer Wurzelhaube (nicht aber s~imtlicher Organe und 
Gewebe) bei euploiden Pflanzen mit  der Ploidiestufe 
der betreffenden Einzelpflanze in jedem Falle ttberein 
(also bei jeder Wurzel einer Pflanze, bei j.eder Pflanze 
einer Ploidiestufe und bei jeder vorkommenden Ploi- 
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Organ 

Wurzelhaube 

Keimstengel 

Keimblattstiel 

Fiederblatt- 
stielchen 
Kelchblatt 

+ Anzahi der Organ( 
++ Einzelbliiten. 

Tabelle 1. T-Chromozentrenanzahlen bei Tri/olium pratense. 
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nicht auswertbare Kerne aaalysiert wurden. 

diestufe), und zweitens t r i t t  sie bei den kurzen Zellen 
s~imtlicher Wurzelhauben (nicht abet bei jedem Or- 
gan und jedem Gewebe iiberhaupt) in einer genfigend 
groBen Anzahl yon Kernen auf (79% und 36% bei 
den Di- bzw. Tetraploiden; Tab. 1). Die beiden Aus -~' 
sagen beruhen auk der Untersuchung yon Pklanzen 
und Kernen in einer Anzahl, die ffir unsere Zwecke 
in jedem Falle ausreicht, teilweise sogar aber hSher 
als notwendig ist. Letzteres ist darauf zuriickzufiih- 
ren, dab bier (und bei anderen Organen) aueh ZaMen- 
material  mitverwertet  wurde, das ankiel aus mikro- 
technischen Versuchen, aus praktischen Ploidiebe- 
st immungen bei mehreren Saatgutposten und aus 
Untersuchungen fiber die Abhgngigkeit der mitt leren 
T-Anzahl yon verschiedenen Faktoren. 

I n d e r  Tab. 1 wurden jeweils s~mtliche analysier- 
ten Wurzelhaubenkerne zusammengefaBt, obwohl 
die Hiiukigkeit der T-H6chstzahl und die mitt lere 
T-Anzahl der Kerne yon der Art und dem Alter der 
Zellen abh~ingt. Bei der (3x-)Pflanze unc1 bei den 4 x- 
Pflanzen weisen o,8% bzw.  o,53% der Kerne  eine 
T-Anzahl auf, die um 1 h6her als die Genomanzahl isL 
Diese Kerne diirfen als seltene Anomalien bei der 
praktischen Ploidiebestimmung vernachl~issigt wer- 
den. Die iJberz~ihligkeit k6nnte durch Nichttrennen 
oder dadurch entstehen, dab ein Chromatinpartikel 
(S. 131 ) ausnahmsweise die Gr6Be unc1 Form eines T- 
Chromozentrums annimmt. Die Ausdriicke 3x und 
5 x sind eingeklammert,  was besagen will, dab es sich 
dabei nicht um eine Tri- bzw. Pentaploide handelt, 
sondern um zwei Aneutetraploide (vgl. S. 133 ) mit 3 
bzw. 5 Nucleolenchromosomen; wahrscheinlich glei- 
chen sie hinsichtlich ihrer T-Anzahlen Tri- bzw. Pen- 
taploiden. 

Nachteile einer Ploidiebestimmung mittels Chro- 
mosomenausz~ihlung in den Wurzelspitzen bestehen 
darin, daB in diesen keine, wenig oder lediglich nicht- 
ausz~ihlbare Kernteilungen vorhanden sein k6nnen 
und daB das Aufsuchen brauchbarer  Mitosen sowie 
die Chromosomenausz~ihlung betr~ichtliche Zeit und 
Miihe kostet. Das Ausz~ihlen der T-Chromozentren 
der Wurzelhaube dagegen ist leicht, ein Suchen ent- 
Eillt hier fast ganz und jede Wurzelhaube liefert ein 
Ergebnis. Ein solehes beansprucht bei rationeller 
Arbeitsweise 1 bis ll/e min, die Pr~iparatherstellung 
mit eingerechnet. 
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AuBer denWurzelhau- 
benzellen eignen sich, 
wenngleich nicht ganz 
so gut wie diese, auch 
die Epidermiszellen des 
K e i m s t e n g e l s  (Hypo- 
kotyls) yon Keimlingen, 
die in Glasschalen auk 
Filtrierpapier im Dun- 
keln oder in Erde im Ge- 
w~tchshaus aufgezogen 
werden ; neben den Epi- 
dermiszellen sind auch 
subepiclermale Zellen 
verwendbar, obwohl bei 
diesen dieH~iufigkeit der 
T-H6chstzahl unc1 die 
mitt lere T-Anzahl klei- 
net als bei jenen ist. 
Unsere routinem~tBigen 

Ploidiebestimmungen wurden anfangs ausschIieBlich 
am Keimstengel yon in Erde gewachsenen Keimpflan- 
zen durchgefiihrt (vor der F~irbung muB dieser Keim- 
stengel einen Liingsschnitt erhalten). Die H~iufig- 
keiten der T-Anzahlen der Keimstengelepidermis sind 
in der Tab. 1 eingetragen. Wie man sieht, unterschei- 
den sie sich nicht wesentlich yon denen der Wurzel, 
haubenzellen. 

Die H~tufigkeit der T-H6chstzahl und die mittlere 
T-Anzahl im Keimstengel ist bei den Glasschalen-" 
Pklanzen gr6Ber als bei den Erdkulturen-Pklanzen 
gleicher Ploidiestufe, ferner nimmt die mittlere T- 
Anzahl yon der Spitze des Keimstengels zur Basis 
desselben in einer Anzahl von Pflanzen ab (sonst 
bleibt sie gteich). Weil aber diese Unterschiede nicht 
bedeutend sind, wurden in der Tab. 1 jeweils s~imtliche 
analysierten Epidermiszellkerne des Keimstengels 
zusammengefaBt. Die (3x-)Pflanze und die (5x-) 
Pflanze ist mit der des obersten Teiles der Tabelle 
identisch. Die Prozentzahlen o,29, kerner o , l l  und 
o,7 sind, nach den entsprechenden Ausffihrungen bei 
den Wurzelhauben, wieder als Anomalien zu ver- 
nachl~issigen. 

B. Ploidiebestimmung bei zur Weiterzucht  
best immten Pf ianzen 

1. K e i m l i n g e  

Auch wenn die Keimlinge weiterkultiviert werden 
sollen, kann das oben beschriebene VeHahren der 
Best immung der T-H6chstzahl in cler Wurzelhaube 
angewand t werden ; doeh ist es mit leicht einzusehen- 
den Nachtei]en verbunden. Viel vorteilhafter ist es, 
die T-H6chstzahl in cler Epidermis der 0ber-  oder 
Unterseite des K e i m b l a t t s t i e l s  festzustellen. Sie 
st immt aueh hier mit der Ploidie der betreffenden 
Pflanze iiberein und kommt bei jedem Keimblattst iel  
geniigend h~iufig vor (Tab. 1). Die subepidermalen 
Zellen sind ebenfalls geeignet, wenngleich ihre mitt-  
lere T-Anzahl geringer ist. Brauchbar ist der Keim- 
blattstiel  vom Aufgang der Pflanze an bis ungeEihr 
zu dem Zeitpunkt, wo efn ausgewachsenes zweites 
Folgeblatt  entstanden ist. Sp~iter nimmt die mittlere 
T-Anzahl im Keimblattst iel  zu stark ab, und es sind 
dann in den Epidermiszellen Absterbeerscheinungen 
wahrzunehmen. Es wurde nicht bemerkt,  dab das 
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Abschneiden eines Keimblattes der Pflanze irgendwie 
schadet. Fixiert  werden die Keimblattstiele m i t  
AE (3 : 1) und gef~irbt mit heiBer KE  (Kochen auf 
Objekttr~iger oder F/irbung bei 8o ~ Einer F~ir- 
bung mit  Salzs~ure-Orcein (S. 13o ) ist zu widerraten, 
well nach einer solchen die Chloroplasten zu sehr st6- 
ten. Wenn man den Keimblattstiel  vor der F~rbung 
mit K E  in seiner L~ngsrichtung (etwa mit einem 
Starmesser) anschneidet, f/irben sich die T-Chromo- 
zentren besser an als ohne Verletzung (das gilt im 
folgenden auch far  alle anderen Stiele). 

Die Epidermiszellen des Stiels des Prim~irblattes 
sowie des ersten und zweiten Folgeblattes sind zur 
Ploidiebestimmung nicht zu empfehlen, well hier die 
Chromatinpartikeln zu oft und zu stark st6ren. 

2. A u s g e w a c h s e n e  P f l a n z e n  
Auch bei ausgewachsenen Pflanzen kann die 

Ploidie mittels der T-Chromozentrenmethode fest- 
gestellt werden. Geeignet dafar sind u. a. die Stiel- 
chen der Fiederbl~tter (Kleinbl~ttter) des dreiteiligen 
Kleeblattes. Auch die Kelchbl~ttter sind brauchbar,  
so dab sich also unmittelbar  vor der Best~iubung die 
Ploidie der zur Kreuzung zu verwendenden Blfiten- 
k6pfchen priifen l~tBt, was besonders bei frisch tetra- 
ploidisierten Pflanzen wiinschenswert sein kann. 

Bei den F i e d e r b l a t t s t i e l c h e n  werden die epi- 
dermalen (und subepidermalen) Zellen der Ober- oder 
Unterseite analysiert. Das Stielchen war bei unserem 
Material etwa ~,5 mm und die Spreite lO-- t5  mm 
lang; in ~ilteren Bl~ttern kommen zu wenig Kerne 
mit 3 und 4 T  vor. -- Bei den K e l c h b l ~ t t e r n  wird 
die subepidermale Zellschicht desjenigen Abschnittes 
der Innenseite des Kelchblattes analysiert, der un- 
mittelbar unter  der Basis der Kelchblattzipfel liegt. 
In einer wechselnden Entfernung von dieser Basis 
enthalten die subepidermalen Zellen je einen Kristall, 
der gegen den Bliitengrund an Gr6Be zunimmt und 
die T-Ausz~hlung immer st/irker behindert.  Die 
Kerne der subepidermalen Zellen besitzen ziemlich 
viel Chromatinpartikeln, die eine T-Auszfihlung zwar 
erschweren, aber nicht zu einer falschen Ploidie- 
bestimmung fahren. Die subepidermalen Zellen 
stehen nicht selten in Teilung. Am brauchbarsten 
ffir eine T-Ausz/ihlung sind wohl die Kelchbl~itter 
yon Bliiten, die noch nicht ganz ge6ffnet sind. 

Am Grunde der Einzelbliiten kommen Zellen vor, 
deren I~2erne besonders groBe T-Chromozentren sowie nur 
weiiige und kleine Chromatinpartikeln aufweisen. Sie 
sind deshalb fiir eine T-AuszS~hluiig gfinstiger als die 
oben beschriebenen Kelchblattzelleii. Allerdiiigs sind 
sie weniger leicht prg~parierbar und auffindbar als diese. 
Man kann sie des 6fteren am Uiiterende yon Kelchbl/it- 
tern sehen, die man yon der Bliite abgerissen hat; sie 
kommen auch zum Vorschein, weiiii man den ganzen 
unteren (in heiBer ~ E  gef~rbten) Tell einer Einzelbltite 
stark klopft und qnetscht. Von ihren Kernen besitzen 
bei dell Diploiden 35% 1 T und 65~ o 2 T (n = 3oo), 
bei den Tetraploiden 1~ 1 T, ~5~o 2 T, 46~o 3 T und 
4o% 4 T (n = 2oo). 

C. Triploide und Aneutetraploide 

Unter den Pflanzen aus tetraploidem Saatgut 
fanden sich 4 (d. i. ungef,ihr o,5~o) T r i p l o i d e ;  bei 
jeder von diesen wurden bis 3T-Chromozentren 
und ungeffihr 21 Chromosomen gez~ihlt. Nach G. 
JoLr (1959; dort Literatur) l~iBt sich tetraploider 
Rotklee nicht mit diploide'm kreuzen. 

: Daneben gingen aus unseren tetraploiden Samen 
2~/o :(n ----- lO53)Pflanzen hervor, deren T-I-I6chstzahl 
ebenfalls 3 war, deren  Chromosomenanzahl aber 
ungef~thr 28 betrug; es handelte sich also um Aneu- 
tetraploide, denen eines der 4 Nucleolenchromosomen 
der Eutetraploiden fehlte. Auch Aneutetraploide, 
die bis 5 T-Chromozentren (und bis 5 Nucleolen!) 
aufwiesen, gingen aus dem tetraploiden Saatgut her- 
vor, und zwar insgesamt 3~/o ; bei 3 yon ihnen betrug 
die Chromosomenanzahl mindestens und wohl auch 
h6chstens 29, bei den abrigen ungef~thr 28. Penta-  
ploide wurden noch nicht beobachtet.  Eine Neigung 
bestimmter Gewebe oder Organe, aneutetraploid zu 
werden, w~ihrend die abrigen eutetraploid bleiben, 
besteht beim Rotklee nicht: 11 Aneutetraploide, bei 
denen gleichzeitig je 2, 3 oder 4 verschiedene Ge- 
webe oder Organe (Wurzelhaube, Wurzelhaare, 
Wurzelrinde, Epidermis des Keimstengels und der 
Keimblattspreite, Leitbandel) gepraft  wurden, zeig- 
ten iiberall die gleiche T-H6chstzahl. -- Unter  
unseren insgesamt 243 untersuchten Diploiden be- 
land sich blo13 eine Aneuploide; sie wies 3 T und 
einwandfrei 15 Chromosomen auf, war also trisom 
hinsichtlich des Nucleolenchromosoms. 

Es ist anzunehmen, daB, ebenso wie das Nucleolen- 
chromosom, auch jedesder abrigen 6 Chromosomen des 
haploiden Chromosomensatzes bei denTetraploiden ge- 
legentlich 3- oder 5real vorhanden sein kann, und zwar 
in einer bestimmten, ziemlich wahrscheinlich sogar in 
~ihnlicher H~iu/igkeit wie das Nucleolenchromosom. 
Demnach w~tre bei einem Saatgutposten mit insge- 
samt 7mal so viel Aneutetraploiden zu rechnen, wie 
durch das Vorhandensein yon 3 oder 5 Nucleolen- 
chromosomen nachgewiesen werden kann. Aus unse- 
rem tetraploiden Saatgut w/iren also nicht weniger 
als 7 ' (2~o + 3~/o) = 35~o Aneutetraploide hervor- 
gegangen. Die Aneutetraploiden entstehen sehr 
wahrscheinlich aus aneudiploiden Gameten. Diese 
wiederum sind auf St6rungen in der Meiose zuriick- 
zuffihren, die bekanntlieh besonders h~iufig und stark 
in neu hergestellten Autotetraploiden auftreten. 

So leicht man mittels der T-Methode die Anwesen- 
heit von Aneutetraploiden feststelten kann -- Tri- 
und Pentaploide sowie Hyperdiploide mit 3 Nucleo- 
lenchromosomen seien hier wegen ihrer Seltenheit 
vernachlgssigt --,  so schwierig ist dies dutch Chromo- 
somenausz~ihlung. Denn hierzu w~ire ja die genaue 
Feststellung der Chromosomenanzahlen unerl~il31ich, 
was besonders mtihsam, zeitraubend nnd bei Routine- 
untersuchungen kaum durchfahrbar  ist. 

III. Tri[olium hybridum 
Die Chromosomenzahl des diploiden Schwedenklees 

ist 2 n ~ 2 x = 16 (DARLINCTON u. WYLIE 1955). 
Die yon uns  untersuchten Pflanzen s tammten aus 
2 diploiden und 3 tetraploiden Sorten. Hand in 
Hand mit den T-Ausz~ihlungen wurde bei 43 Diploi- 
den und 97 Tetraploiden die Chromosomenanzahl 
bestimmt. Das Kulturverfahren und die mikrosko- 
pische Technik sind hier die gleichen wie beim Rot- 
klee. 

Auch beim Schwedenklee l~il3t sich die Ploidie 
einer Pflanze mittels der T-Chromozentrenmethode 
bestimmen. Seine Ruhekerne unterscheiden sich 
jedoch insofern ziemlich stark yon denen des Rot- 
klees, als sie neben den T-Chromozentren im all- 
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gemeinen zahlreichere und gr6Bere Chromatinpar-  
tikeIn besitzen als d ie  Ruhekerlle des Rotklees. Das 
erschwert die T-Ausz/ihlung und bewirkt,  daB diese 
etwas mehr  Zeit als beim Rotklee beansprucht ;  
bei einiger Ubung ist sie aber ohne gr6gere Schwie- 
rigkeiten ausftihrbar. 

A. Ploidiebestimmung beim Saatgut 
Hierfiir eignen sich, ~ihnlich wie beim Rotklee, 

die W u r z e l h a u b e n k e r n e  yon Keimlingen, die 
auf Fil tr ierpapier in Glasschalen angezogen werden. 
Aus der Tab. 2 ist zu entnehmen,  daB such hier bei 

Tabelle 2. T-Chromozentrenanzahlen bei Tri/olium hybridum. 

Organ 

Wurzelhaube 

Keimstengel 

Keimblattstiel 

Fiederblatt- 
stielchen 
Kelchblatt 

Btiitenstielchen 

2 n ~  
Anz~I  der 

ONane Kerne 

2~ 700 
4x 490 
2~ ~ 2040 
4 ~ 1697 
2g 500 
4 ~ 600 

2~  2 0 0  
4 ~ 2 0 0  

2 ~  ~ 3 0 0  
4 ~ 250 
2~ 2 200 
4 ~ 2 200 

Kerne in % mit 

xT 2T  3 T 4 T 

33 66 1,o o 
7 36 37 ~9 

~9 81 o,3 o 
8 39 39 14 

41 59 o,2 o 
14 54 29 4 
38 62 o o 

4 21 ~53 22 
38 62 0,3 o 

2 37 51 9 
25 75 o o 
2 20 48 31 

+ Anzahl der Organe, yon denen nut wenige, statistisch nicht auswertbare Kmale anal" 
++ Einzelblfiten. 

somen treten so selten auf, daB sie hier vernach- 
l~ssigt werden dtirfen. 

B. Ploidiebestimmung bei zur Weiterzucht 
bestimmten Pfianzen 

Wie beim Rotklee, so l~iBt sich auch beim Schwe- 
denklee die Ploidie mit tels  Ausziihlung der T-Chromo- 
zentren in den Epidermisruhekernen des K ei m b 1 a t t -  
s t i e l e s  feststellen. Bei den Tetraploiden kommen 
bier freilich nur recht wenig, ngmlich 4% Kerne 
mit  4 T vor;  dieser Nachteil  wird dadurch ausge- 
glichen, daB ziemlich viel (29%) Kerne mit  3 T auf- 

treten, was ja nach den 
obigen Darlegungen prak-  

Mitflere Stieh- tisch ein Zeichen vonTetra-  
T- P robert+ ploidie ist. 5 T Anzahl 

Auch bei ausgewactlse- 
o 1,68 38 nen Pflanzen ist die T- 

o,2 2,68 lo7 Methode anwendbar.  In  
o 1,81 79 Betracht  kommen hierfiir 

0, 5 2,61 282 die Stielchen des Fieder- 
o 1,59 5 blat tes  und der Einzel- 
o 2,23 3 bttite sowie das Kelchbtat t  
o 1,62 lo (Tab. 2). Bei dem unge- 
o 2,93 lo f~ihr i m m l a n g e n  F i e d e r -  
o 1,62 7 ++ b l a t t  s t i e l c h e n s i e h t  man  
o 2,67 5 ++ sich, wie beim Rotklee, die 
o 1,75 8 Epidermiskerne an. Das 
o 3,09 8 Fiederbl/ittchen soil noch 

~siert alrden, jung, seine Spreite etwa 
lo m m  lang sein. 

Beim K e l c h b l a t t  kommen die epidermalen und 
subepidermalen Zellen seiner Innenseite in Frage. Die 
subepidermalen Zellen unterscheiden sich bier yon den 
entsprechenden Zellen beim Rotklee durch das Fehlen 
yon Kristallen sowie durch die St ruktur  ihrer Ruhe- 
kerne. Sie weisen bei den Tetraploiden die T-H6chst -  
zahl nur selten auf (9%; Tab. 2). 

Wegen dieser geringen H~ufigkeit  ist es zweck- 
m~Biger, das (beim Rotklee fehlende) bis einige 
Millimeter lange B l i i t e n s t i e l c h e n  zu verwenden, 
und zwar dessert Epidermiskerne,  bei denen die 
tetraploide HSchstzahl h~tufiger als dort vo rkommt  
(31%; Tab. 2). - -  Wenn man  die gef~irbten Bliiten- 
stielctlen s tark  klopft,  so werden die zahlreichen 
langen, schmalen, die Gef/iBe begleitenden Zellen 
auseinandergebreitet  und sehr augenf~illig. Auffal- 
lend sind auch ihre vielen Nucleolen. Diese kSnnen 
zur Ploidiebest immung dienen; denn such ihre 
H6chstzahl s t immt  mi t  der Ploidiestufe der Bltite 
tiberein und k o m m t  genfigend h/iufig vor, bei den 
Diploiden in 38~ bei den Tetraploiden in 17% der 
langen Zellen (1, 2 und 3 Nucleolen in 1% bzw. 
36~ und 46~ der tetraploiden Zellen). 

T r i p l o i d e  h a b e n  w i r  b e i m  S c h w e d e n k l e e  b i s  j e t z t  
noch IIicht angetroffen. AneutOcraploide mit 3 oder 5 
Nucleolenchromosomen, wie sie beim Ro• besprochen 
wurden (S. 133), lassen sichbeim Schwedenklee schwieriger 
als bei jenem auffinden, well beim Schwedenklee 4 T- 
Chromozentren in der Wurzelhaube, im Neimstengel 
und ilTt Keimblat• seltener vorkommen (19% bzw. 
14% und 4%) als beim Rotklee (36% bzw. 32% und 
13%). Am h~iufigs• erscheint die T-tI6chstzahl beim 
Schwedenklee in der Epidermis des Fiederblattstielchens 
und Bltitenstielchens (22% bzw. 31%) oder in dessen 
langen Zellen; bei diesen Organen kann man also noch 
am ehesten jene Anentetraploideii auffinden. Wit haben 
Anhaltspunkte dafiir, daB" aus unserem • 

den Di- und Tetraploiden die T-H6chstzahl  gleich 
der Genomzahl ist und dab sie, wenngleich weniger 
oft als beim Rotklee, so doch in gentigender Hgufigkeit  
vorkommt ,  n~imlich in 66% bzw. 19% der Kerne. 
Die geringen Prozents~itze (1,o und 0,2) yon Kernen 
mit  einer T-Anzahl, die die Genomzahl um 1 fiber- 
steigt, dfirfen ftir unsere Zwecke aul3er acht gelassen 
werden (vgl. S. 132 ). In  der Tabelle sind wieder alle 
drei Formen der Wurzelhaubenzetlen zusammen-  
gelal3t (vgl. S. 131 ). Leider gibt es beim Schwedenklee 
in den Wurzelhauben zahlreiche Kerne, in denen 
zwischen den T-Chromozentren und den kleinsten 
Chromatinpart ikeln flieBende Gr6Benfiberg~inge vor- 
handen sind, die eine T-Ausz~ihlung nicht erlauben 
(vgl. S. 131). 

Besser eignen sich in dieser Beziehung die Epider- 
miszetlen des K e i m s t e n g e l s  (also umgekehr t  wie 
beim Rotklee) yon jungen Keimlingen. Dabei  sind 
die Keimstengel  yon Pflanzen aus Glasschalen etwas 
besser als die yon Erdkul turen-Pflanzen;  sie sollen 
bei ersteren ungef~ihr 8 m m  lang sein. Dami t  sich 
der Keimstengel  yon Erdkul turen-Pflanzen anf/irbt, 
muB man ihn vor oder nach der Fixierung verletzen, 
z .B .  mit  einem L~ingsschnitt versehen; bei Keim- 
lingen aus GlasschaIen ist das nicht n6tig. Wie aus 
Tab.  2 zu entnehmen ist, erscheint die T-HSchstzahi  
bei den diploiden Keimstengeln im Durchschnit t  
h~iufig (81%), bei den tetraploiden dagegen wesent- 
lich seltener (14%). Wenn man  die Ploidie beim 
Saatgut  zu bes t immen hat,  so kann man  sich aber 
eine Suche nach Kernen mit  4 T i iberhaupt ersparen. 
Eine Pflanze ist n~imlich schon dann als tetraploid 
zu bewerten, wenn Kerne mit  3 T in gr6Berer Anzahl 
zu beobachten sind (etwa 4o%;  Tab.  2); denn Tri- 
ploide und Aneutetraploide mit  3 Nucleolenchromo- 
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Schwedenklee-Saatgut einige solche Aneutetraploide 
hervorgegangen sind. 

IV. Schlugbemerkungen 
Die Chromosomenz~thlung ist ein direktes Ver- 

fahren zur Ploidiebestimmung. Auch die T-Chro- 
mozentrenmethode ist ein solches, well ja dabei 
Teile yon Chromosomen ausgez/ihlt werden. Start  
der T-Chromozentren k6nnen zur Ploidiebestimmung 
bei manchen Organen und Geweben des Rotklees 
und Schwedenktees die Nucleolen dienen, die mit 
dem gleichen Chromosom wie die T-Chromozentren 
in Beziehung stehen. Alle tibrigen bisher bekannt  
gewordenen Verfahren der Ploidiebestimmung beim 
Klee sind indirekt. Beim Rotklee werden hierbei 
morphologische Unterschiede zwischen den Di- und 
Tetraploiden beniitzt;  es handelt  sich dabei urn die 
Samen, Stengel, BlOtter, Nebenbl~ttter, Bliiten- 
k6pfchen und Einzelbliiten, schliel31ich um die 
GrfBe der Spaltfffnungen und der Pollenkfrner.  
,,Aber es ist nicht immer mfglich, nur mit HiKe 
morphologischer Merkmale eine einzelne Pflanze 
als diploid oder tetraploid zu bezeichnen. Die 
Variationsbreite der genannten E~genschaften ist 
n~tmlich aul3erordentlich groB, und wenn sich auch 
typische tetraploide Pflanzen yon typischen diplo- 
iden unterscheiden lassen, gibt es viele Grenzf/ille, 
in denen eine solche Beurteilung unm6glich ist" 
(O. JULs 1959, S. 294 ). Beim Rotklee und Schwe- 
denklee ist nach BUTTERFASS (2959) die Ploidie be- 
stimmbar durch Ausz~ihlung der Chloroplasten in den 
Schliel3zellen ausgewachsener Prim/ir- und Folgebl~it- 
ter. Aneutetraploide lassen sich beim Klee mit den 
angeftihrten indirekten Verfahren bis jetzt  noch nicht 
feststellen. 

Zusammenfassung 
Bei Trifolium ~bratense ( 2 n = 2 x =  24) und 

]~ybridum (2 n - =  2 x = 26) ist in jedem haploiden 
Chromosomensatz ein bestimmtes Chromosom vor- 
handen, yon dem ein best immter Abschnitt im 
ruhenden Zellkern als , ,T-Chromozentrum" gut 
sichtbar sein kann. Die Anzaht dieser T-Chromo- 
zentren schwankt innerhalb eines Organs und Ge- 
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webes einer Pflanze. Bei einer jeweils bestimmten 
Prozentzahl der Ruhekerne, die aus gewissen, nach- 
folgend aufgefiihrten Geweben und Organen stam- 
men, ist die T-Chromozentrenanzahl gleich der 
Genomanzahl oder Ploidiestufe der betreffenden 
Einzelpflanze. H6her als die Genomanzahl wird sie 
bei jenen Organen und Geweben aber nicht. Man 
kann also durch Feststellung der H6chstzahl der 
T-Chromozentren die Ploidie einer Pflanze bestim- 
men. Dieses Verfahren, das im einzelnen eingehend 
beschrieben wird, ist leichter und schneller als das 
der Chromosomenausz~thlung. Geeignet sind folgende 
leicht zu pr~tparierende Organe und Gewebe: Die 
Zellen der Kalyptra  und die Epidermiszellen des 
Hypokotyls  (beide fiir die Ploidiebestimmung beim 
Saatgut), ferner die Epiderrniszellen des Stiels des 
Kotyledo und des Stielchens des Fiederblattes, 
weiter die subepidermalen Zellen der Innenseite des 
Kelchblattes, und schlieBlich -- nur bei Tr. hy- 
bridu~n -- die Epidermiszellen des Stielchens der 
Einzelbliite. 

Bei TY. pratense kann man mittels der T-Chromo- 
zentrenmethode leicht Aneutetraploide auffinden, 
deren T-Chromozentrenhfchstzahl 3 oder 5 betr/igt; 
ihr Vorkornmen deutet  darauf hin, dab die betreffen- 
de tetraploide Sorte noch nicht frei yon Meiose- 
st6rungen ist. 
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Aus dem VEG Saatzucht Petkus, Petkus, Kreis Luckenwalde 

Erfahrungen fiber die Erhaltung der Keimf ihigkeit und Triebkraft 
yon Winterroggenzuchtmaterial durch Lagerung im Vakuum 

Von CHARLOTTE PETERS~ ]~RICH SCHNEIDER und ERICH TOEPEL 

Mit 2 Abbildungen 

Von allen Getreidearten verliert der Winterroggen 
unter normalen Lagerungsbedingungen am schnell- 
sten seine Keirnf~higkeit. Nach SC~ULZE (2952) 
beh~tlt er nur x--2 Jahre seine Lebensf~thigkeit. 
Hater  kann 2--3 Jahre, Sommerweizen, Sommer- 
gerste und Mais 3 Jahre, Winterweizen und Winter- 
gerste k6nnen sogar 3- -4  Jahre /lberlagert werden. 
Sollen Roggensortimente erhalten werden, so muB 
mindestens in j edem zweiten Jahr  ein Anbau erfolgen. 
Um Fremdbefruchtungen und damit  unerwtinschte 

Kreuzungen zu vermeiden, erfordert der Anbau 
beste Isolierungsm6glichkeiten. 

Uns als Roggenzuchtstation interessiert neben der 
Erhaltung yon besonderen Formen der Vergleich des 
jetzigen Zuchtmaterials mit dem aus 5~lteren Zucht- 
zyklen, die nach dem Petkuser Roggenzuchtschema 
nach jeweils 5 Jahren abgeschlossen sind. Es  k6nnte 
iiberprtift werden, ob eine VerXnderung des Sorten- 
charakters eingetreten ist. Ebenso interessiert es uns, 
in welcher Weise eine bestimrnte Zuchtmethode oder 


