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Induction of recessive lethal mutations by ethyl 
methanesulfonate in Arabidopsis 

I. Dose-ef fec t  r e l a t ionsh ips  and  the  inf luence  of 
t r e a t m e n t  cond i t ions  

Summary. Seeds of Arabidopsis lhaliana were t reated 
with ethyl methanesulfonate (EMS). The dependence of 
the effect on the following factors was studied : EMS con- 
centration, length of t reatment ,  durat ion of post t rea tment  
soaking, temperature  during t rea tment  and during post- 
t rea tment  soaking, drying of the t reated seeds and 
hydrolysis of t rea tment  solution. The criteria studied 
included growth rate of pr imary  roots and other somatic 
effects, fert i l i ty of M 1 plants, frequency of recessive lethals 
(embryonic lethals and chlorophyll mutations).  The main 
results are : 

1. Wi th  increasing dose the frequency of chlorophyll 
mutat ions  and the frequency of embryonic letha]s in- 
crease exponential ly (n ~ 2). This applies to variat ion 
of EMS concentration as well as to variat ion in t rea tment  
time. 

2. Mutat ion frequency, steril i ty and root length reduc- 
tion increase with rising t rea tment  temperature.  For  the 
range tested (18°--3 6 °C) a temperature  quotient  of 
QJ0 -- 2.6 was found. 

3. The increase in mutat ion frequency is limited only 
by  the decrease in ferti l i ty of M~ plants  and not by a de- 
crease in survival. The relationships between mntat ion 
frequency, degree of steri l i ty and root  length reduction 
are not influenced by changes in t rea tment  conditions. 

4- Mutat ion frequency, steri l i ty and root length reduc- 
tion are independent of the durat ion of soaking the t reated 
seeds in water under par t ia l ly  anaerobic conditions. De- 
laying the s tar t  of germination up to 4 days after t reat-  
ment  does not influence the mutat ion frequency. 

5. By raising the temperature  during a period of 6 hrs. 
after t reatnlent  muta t ion  frequency, steri l i ty and root 
length reduction are increased. 

6. The damage caused by drying seeds after EMS treat-  
ment  is prevented completely by  soaking the treated seeds 
in water  for 11 hrs. before drying. 

7. The effectiveness of par t ia l ly  hydrolyzed EMS so- 
lutions corresponds to the concentration of EMS. Physio- 
logical damage caused by the hydrolysis  products is 
without  pract ical  significance. 

8. The relations between various measures of mutat ion 
frequency (frequency of segregating p lan t  progenies, 
frequency of segregating pod progenies, frequency of M.~ 
mutants)  have been analyzed. Among other things it is 
shown tha t  there is no direct proport ional i ty  between the 
frequency of M z mutants  (mr) and the initial mutat ion 
frequency. 

Einleitung 

Das monofunk t ione l l e  A l k y l i e r u n g s m i t t e l  J6thyl- 
m e t h a n s u l f o n a t  (EMS) ha t  sich bei  allen da rau fh in  
g e t e s t e t e n  Organ i smen  als hochwi rksames  Mutagen  
erwiesen.  Es v e r m a g  sowohl P u n k t m u t a t i o n e n  als 
auch  C h r o m o s o m e n a b e r r a t i o n e n  auszul6sen.  F t i r  
die E n t s t e h u n g  yon P u n k t m u t a t i o n e n  konn t e n  b isher  
die als Folge  der  A t h y l i e r u n g  von Guan in  in der  Des-  
oxyribonucleins~iure  (DNA) e in t r e t ende  Trans i t i on  
GC--~AT und  (in ger ingerem Mal3e) die als Folge  der  
A d e n i n - A t h y l i e r u n g  e in t r e t ende  Trans i t i on  AT--~GC 
v e r a n t w o r t l i c h  ge ma c h t  werden  (BAuTZ und  FREESE 
1960 , KRIEG 1963, TESSMAN et al. 1964). W a h r -  
scheinl ich  erfolgen auch P u n k t - D e l e t i o n e n  (KRIEG 
1963). I ]ber  die zur  E n t s t e h u n g  von Chromosomen-  
a be r r a t i one n  f t ihrenden moleku la ren  Mechan ismen  
lassen sich noch keine def in i t iven  Aussagen  machen ,  
doch dt i r f te  auch in d iesem Fa l l  als Pr im~irvorgang 
die A l k y l i e r u n g  der  D N A  anzusehen  sein. Die EMS- 
induz ie r t en  C h r o m o s o m e n a b e r r a t i o n e n  t r e t en  aus-  
schliel31ich auf  c h r o m a t i d a l e r  Basis  auf;  sie un t e r -  
scheiden sich in dieser  Hins ich t  n ich t  von den durch  
andere  a lky l i e rende  Agenzien induz ie r t en  Chromo-  
s o m e n a b e r r a t i o n e n  (RIEGER und  MICHAELIS 1960 ). 

In  e iner  Vielzahl  yon Arbe i t en  wird  t iber  die In-  
duk t i on  yon Chlorophyl l -  und  V i t a l m u t a t i o n e n  durch  
EMS bei  h6heren  Pf lanzen be r ich te t ,  insbesondere  
ftir Hordeum ffgbersicht  bei  NILAN et al. 1964; wei- 
tere  A r b e i t e n :  FAVRET 1964, MOES 1964, NAGARAJA 
RAO und  NATARAJAN 1965, NATARAJAN und  SHIVA- 
SANKAR 1965), Pisum (SPECKMANN 1964), Vicia 
(GHATNEKAR 1964) und  Triticum (D'AMATO et al. 
1962 , SHAMA RAO und  SEARS 1964). Die Re la t ion  
zwischen gene t i sch  nachwei sba ren  Muta t ionen  und  
gr613eren Chromosome na be r r a t i one n  l iegt  nach  Ein-  
wi rken  yon EMS wesent l ich  h6her  als nach  Einwir -  
kung  yon  R 6 n t g e n s t r a h l e n  (FROESE-GERTZEN et al. 
1964). In  U n t e r s u c h u n g e n  bei  Zea mays konn te  
gezeigt  werden,  dab  die EMS- induz ie r t en  Muta t i onen  
(im Gegensa tz  zu r6n tgen induz ie r t en )  fas t  ausschliel3- 
l ich nur  einen von drei  enggekoppe l t en  E n d o s p e r m -  
Markern  bet reffen,  also vorwiegend  kleine De le t ionen  
oder  P u n k t m u t a t i o n e n  dars te l l en  (AMANO und  SMITH 
1965). 
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Ffir Arabidopsis thaliana liegen bereits Unter- 
suchungen fiber die Ausl6sung yon Chlorophyllmuta- 
tionen (R6BBELEN 1962 , 1965 a, JACOBS 1965, BHATIA 
und NARAYANAN 1965, VAN DER VEEN und GERLACH 
1965 ), yon Vitalmutationen (MCKELVlE 1963) , v o n  
quantitativen Mutationen (BRocK 1965), yon Plastom- 
mutationen (R6BBELEN 1965b ) und yon somatisctlen 
Mutationen (GlcttNER und VELEMINSKY 1965, HIRONO 
und REDEI 1965) durch Behandlung der Samen mit 
EMS vor. Uber den Verlauf der EMS-Aufnahme und 
den Nachweis der DNA-Alkylierung in Arabidopsis- 
Samen berichten WALLES und AHNSTROM (1965). 

DaB bei Arabidopsis durch EMS-Behandlung der 
Samen rezessive Letalmutationen (embryonale Letal- 
mutationen und Chlorophyllmutationen) induziert 
werden, die im Embryonentest nachgewiesen werden 
k6nnen, wurde erstmalig 1961 gezeigt (MOLLER 1961 ). 
Seitdem haben wir unter Benutzung dieses Test- 
systems verschiedene Untersuckungen zur Wirkungs- 
weise yon EMS durchgeftihrt, tiber die in der hier be- 
gonnenen Publikationsreihe zusammenfassend be- 
richter werden soll. Einige Ergebnisse sind an anderer 
Stelle bereits kurz mitgeteilt worden (MOLLER 1965 b). 
Weitere Befunde wurden yon GICHNER (1965) vor- 
gelegt. 

Die vorliegende Ver6ffentlichung befaBt sich mit 
den Dosis-Effekt-Beziehungen und den Relationen 
zwischen Frequenz der Chlorophyllmutationen, Fre- 
quenz der embryonalen Letalmutationen, Sterilit~it 
und somatischen Effekten. AuBerdem wird der Ein- 
fluB der Temperatur, des Hydrolyseverlaufs und der 
Dauer des Rticktrocknens der behandelten Samen 
auf die Effektivit~tt der EMS-Behandlung untersucht. 
Die Bestimmung der Mutationsfrequenz erfolgt mit 
HiKe verschiedener Methoden, die hinsichtlich ihres 
Genauigkeitsgrades analysiert werden. 

Material und Methoden 
Samenmaterial: Zur Behandlung wurden Samen 

yon Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Linie 'Dijon 
G') verwendet, die mindestens ein Jahr gelagert 
hatten und in hohen Prozents~tzen (92-1oo%) zfigig 
keimten. Alle Samen stammten yon Pflanzen ab, die 
voll fertil waren und keine rezessiven Letalfaktoren 
aufwiesen. 

~thylmethansulfonat: Das verwendete EMS wurde 
im Institut ffir experimentelle Therapie und Mikro- 
biologie der DAW in Jena synthetisiert. Ffir die sich 
fiber einen Zeitraum von 3 Jahren verteilenden Ver- 
suche wurden verschiedene EMS-Chargen verwendet, 
die zwar im Keimwurzeltest keinen deutlich nach- 
weisbaren EffektivitAtsunterschied zeigten, aber doch 
nicht vorbehaltlos als wirkungsgleich angesehen 
werden k6nnen. Genaue EffektivitStsvergleiche sind 
daher nur innerhalb des gleichen Versuchs m6glich. 
Alle Behandlungsl6sungen wurden in Aqua dest. 
(pH 4,9--5,4) bei Zimmertemperatur angesetzt, und 
zwar jeweils kurz vor Beginn der Behandlung. Die 
Konzentrationsangaben erfolgen in mM (1 mM---- 
124,2 mg/1). 

Behandlung: Die lufttrockenen Samen wurden ent- 
weder direkt in die Behandlungsl6sung submers ein- 
gequollen oder zuerst in Aqua dest. submers vor- 
gequollen und nach Abfiltrieren des Aqua dest. der 
Behandlungsl6sung ausgesetzt. (Vgl. die entspre- 
chenden Angaben bei jedem Versuch.) Ftir jede 
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Variante, die im H6chstfall 45 mg Samen (2ooo Sa- 
men) enthielt, wurden 4--6 ml Behandlungsl6sung 
verwendet. Die Temperatur w~hrend der Behand- 
lungszeit wurde mit HiKe von Thermostaten im 
Wasserbad auf ~ 0,2 ° konstant gehalten. Nach 
AbschluB der Behandlung wurden die Samen von der 
L6sung abfiltriert, kurz mit Wasser gewaschen und 
dann entweder den angegebenen Nachbehandlungen 
oder sofort Keimbedingungen (Luftzutritt, Licht, 
24 °C) ausgesetzt. 

Keimwurzeltest: Zur Bestimmung yon Keimungs- 
rate, Keimverz6gerung und Wachstumshemmung der 
Keimwurzeln wurden die behandelten Samen in 
Petrischalen von 13 cm Durchmesser auf Filterpapier 
(getr~inkt mit O,l%iger KNO3-L6sung) ausgelegt. 
Jede Petrischale enthielt drei Behandlungsvarianten 
zu je 4 ° Samen und eine Kontrollvariante, die wtih- 
rend der Behandlungszeit in Aqua dest. eingequollen 
war. Die Petrischalen standen bei 24 °C unter kfinst- 
licher Dauerbeleuchtung in einem Neigungswinkel 
yon 60 °. Nach 36--42 h (gerechnet vom Zeitpunkt 
der Gew~ihrung der Keimbedingungen) hatten in der 
Kontrollvariante 50% der Samen gekeimt, nach 6 
bis 7 Tagen war eine mittlere Wurzell~tnge von J7 
bis 22 mm erreicht. Zu diesem Zeitpunkt wurde in 
allen Varianten die L~inge der Prim~irwurzel ge- 
messen. 

Die Differenz zwischen der mittleren Wurzell~inge 
in der Behandlungsvariante und der mittleren 
Wurzell~inge in der Kontrollvariante (bezogen auf 
die L~inge der Kontrollvariante) ergibt die relative 
Wurzelliingenreduktion (r). Die Kennziffer r stellt 
also ein MaB ffir den additiven Effekt von Keim- 
verz6gerung und Verringerung der Wachstumsge- 
schwindigkeit im Wurzelmeristem dar. Sie kann alle 
Werte von o (keine Hemmung des Wurzelwachstums) 
his 1 (vollst~indige Hemmung des Wurzelwaehstums) 
annehmen. Ftir jede Behandlungsvariante wurden 
die r-Werte in drei Wiederholungen (3 Petrischalen) 
bestimmt. (Hinsichtlich weiterer Einzelheiten zur 
Methodik des Keimwurzeltests vgl. MOLLER 1964b. ) 

Anzucht der M1-Pflanzen: Bei allen Versuchen, in 
denen die Mutationsfrequenz bestimmt werden sollte, 
wurden die behandelten Samen als w~iBrige Suspen- 
sion auf Erde (in Plastikschalen) ausgespritzt. Rasche 
und gleichm~il3ige Keimung wurde durch Feucht- 
halten der Erde garantiert. Die Anzucht der M 1- 
Pflanzen erfolgte im Gewtichshaus otlne Pikieren. 
Um genfigend groBe Pflanzen mit groBen Schoten zu 
bekommen, wurden die Aussaaten rund 4 Wochen 
lang im Kurztag gehalten. (Varianten, die infolge 
starker EMS-Behandlung ein deutlich gehemmtes 
Wachstum zeigten, blieben entsprechend l~inger im 
Kurztag.) AnschlieBend wurden Langtagsbedingun- 
gen (16 h ttigliche Beleuchtungsdauer) gew~ihrt. With- 
rend der rund 14 Tage nach Beginn der Langtags- 
behandlung beginnenden Bliite wurde stets auf aus- 
reichende Beleuchtung (Zusatzlieht an trfiben Tagen) 
geachtet, um einen guten Samenansatz (Selbstbe- 
fruchtung!) zu gew~ihrleisten. Unter diesen Bedin- 
gungen wiesen die Kontrollpflanzen im basalen Teil 
der terminalen Infloreszenz Sehoten mit 45--65 Sa- 
menanlagen und einem Samenansatz yon 96--1oo°//o 
au f .  

Embryonentest: 11--13 Tage naeh Blfihbeginn 
konnten die Embryonen in den noch unreifen Schoten 
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aus dem basalen Tell der terminalen Infloreszenz 
unter  dem Prfipariermikroskop untersucht  werden. 
Bei jeder M1-Pflanze wurden entweder 5 aufeinander- 
folgende Schoten oder eine Schote (in der Regel die 
drit te yon unten) der terminalen Infloreszenz aus- 
gewertet. (Als optimales Verfahren ist die 1-Schoten- 
Auswertung anzusehen; die 5-Schoten-Auswertung 
wurde nur vorgenommen, um Aufschlul3 tiber die 
Gr6Be des mutier ten Sektors zu erhalten.) Die Klassi- 
fizierung der M2-Embryonen erfolgte nach dem an 
anderer Stelle (MOLLER 1963) angegebenen Schlfissel. 
Alle aberranten Embryonen,  die einem der dort be- 
schriebenen Mutantentypen glichen, wurden als Mu- 
tanteI1 bezeichnet. Die Anzahl der geprfiften Em- 
bryonen pro Schote wurde auf maximal  30 beschrfinkt. 
Tra ten  unter  den geprtiften Embryonen  Mutanten 
auf, so wurde die betreffende Schotennachkommen- 
schaft als , ,spaltend" klassifiziert. Es ergaben sich 
folgende Kennziffern" 
m o =  Mutantenfrequenz:  Anteil der Mutanten-Em- 

bryonen an der Gesamtzahl der geprfiften M~- 
Embryonen  in allen Schotennachkommen- 
schaften (genauer" ungewogenes Mittel der 
Mutantenfrequenzen aller Schotennachkom- 
menschaften) ; 

m b =  Frequenz der spaltenden Schotennachkommen- 
schaften (entweder auf der Auswertung von 
5 Schoten oder yon 1 Schote je M1-Pflanze ba- 
sierend) ; 

ma = Frequenz der spaltenden Pflanzennachkom- 
menschaften:  Anteil der M1-Pflanzen, die in 
5 aufeinanderfolgenden Schoten aus dem basa- 
len Tell der terminalen Infloreszenz mindestens 
eine spaltende Schotennaehkom- 
menschaft  aufwiesen (nur bei 5- 
Schoten-Auswertung !). 

Schotennachkommenschaften,  die aus ~ 4  aa 
Embryonen  bestanden (,,sterile" Scho- 
ten), blieben bei der Berechnung dieser 
Kennziffern unberficksichtigt. ~6 . . . . .  

Als Mal3 der haplophasischen Sterilit~it 
wurde der Sterilit~ttsgrad (s) berechnet.  / 

(Die Berechnungsweise ist in Versuch 1 ~4 - - ~  
erl/iutert.) : ~ 

Stat is t ik:  Jede Variante wurde bei der 0g 
Auswertung in Teilserien untergliedert, • • / / 

die bei 1-Schoten-Auswertung in der f / / ~ .  
Regel 5 ° McPflanzen,  bei 5-Schoten-Aus- a Z . J ~  

wertung ungef/ihr 25 M,-Pflanzen umfaB- 
ten. Ftir jede Teilserie wurde m~ und m, ermittelt .  
Diese Teilserienergebnisse wurden wie Mel3werte be- 
handelt" die Konfidenzgrenzen ffir den Mittelwert er- 
gaben sich mit Hilfe der t-Verteilung. Bei 1-Sehoten- 
Auswertung, bei der die einzelnen Schotennachkom- 
menschaften als unabh~ingige Ereignisse angesehen 
werden k6nnen, wurde der mb-Wert der ungeteilten 
Variante als Hgufigkeitsziffer behandelt  und folglich 
die Konfidenzgrenzen fiber die Binomialverteilung 
ermittelt .  Die Auswertung in Teilserien diente in 
diesem Fall nur zur Prtifung der Homogenit/it.  Die 
Differenzen zwischen den Ergebnissen zweierVarianten 
wurden stets mit  Hilfe des U-Tests yon MANN und 
WHITNEY (nichtparametriseher Rangtest)  auf Grund 
der Ergebnisse der Teilserien beurteilt.  

Hinsichtlich weiterer Einzelheiten der Methodik 
vgl. M/JLLER (1964a). 
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Ergebnisse 

I m  folgenden wird jede unabh~ingig angesetzte 
Versuchsserie gesondert beschrieben und durch eine 
Nummer  bezeichnet. Das Symbol W kennzeichnet 
die Versuche, bei denen der Effekt mit  Hilfe des 
Keimwurzeltests,  das Symbol E diejenigen Versuche, 
bei denen der Effekt mit  Hilfe des Embryonentes ts  
bes t immt wurde. 

1 ( W ,  E ) :  Abhiingigkeit des E/ /ekts  yon der E M S -  
Konzentrat ion 

Um das Spektrum der verschiedenen EMS-Effekte 
mSglichst vollst/indig erfassen und genau Dosis- 
Effekt-Beziehungen ermitteln zu k6nnen, wurde der 
ganze Bereich von fast wirkungslosen Konzentrat io-  
nen bis zu vollst~indig letal wirkenden Konzentrat io-  
nen durchgetestet .  

In Form einer Verdopplungsreihe im Konzentrations- 
bereich von 2, 5 bis 32o mM (mit Zwischenwerten bei 
15 mM und 25 raM) angesetzte EMS-L6sungen wurden 
18 h lang bei 22 °C auf trockene Samen einwirken ge- 
lassen. Die Behandlungsl6sungen wurden w/~hrend der 
Behandlungszeit nicht gewechselt. Nach Abspiilen der 
behandelten Samen wurden sofort Keimbedingungen ge- 
w~thrt. Von jeder Behandlungsvariante wurde ein Tell der 
Samen flit den Keimwurzeltest in Petrischalen ausgelegt, 
der andere Tell zur Anzucht von McPflanzen in Erde 
ausges~t. Ein unter sonst gleichen Bedingungen durch- 
gefiihrter Vorversuch (la) mit den Konzentrationsvari- 
anten 5, so, 2o, 4 ° und 8o mM wurde nur zum Keim- 
wurzeltest ausgelegt. Die Bestimmung yon Sterilitgts- 
grad und Mutationsfrequenz basiert auf der Prtifung von 
5 Schoten je M,-Pflanze. 

Beeinflussung der Keimung und des Wurzel- 
wachstums: Die K e i m u n g s r a t e  wurde  durch  Kon-  

J 
J 

i . . . .  = 

20 30 ~o 50 60 70 ~M ao 
Konzentra/ion 

Abb. 1. Quanti tat ive Beziehungen zwischen verschiedenen Effekten der EMS 
Behandlung in Abh/ingigkeit yon der Konzentration (18 h bei 22 °C). 

Den Kurven liegen die Ergebnisse tier Versuehe 1, 1 a und 2 zugrunde (vgl. Tab. 1, 
2 u. 3). 

m a  - Frequcnz der spaltenden Pflanzennachkomnienschaften; m b  = Frequcnz 
der spaltenden Schotennachkommenschaften; m e  = Mutantenfrequcnz; m~ = 

Frequcnz der fiir Chlorophyllmutationen spaltenden Schotennachkommenschaf- 
ten; m c = Frcquenz der Chlorophyllmutanten, r = relative Wurzelliingenreduk- 

tion; c h  = Anteil der Mt-Pflanzen mit Scheckungen; s = Sterilit~itsgrad. 

Tabelle 1 (Versuche 1 u la). Dutch Behandlung trochener 
Samen mit unterschiedlichen EMS-Konzentrationen (18 h 
Behandlungszeit, 22 °C) bewirkte Verzdgerung der Kei- 
mung und Hemmung des Wachslums der Primdrwurzeln. 
Jeder Wert stellt das Mittel aus 3 Wiederholungen dar. 

Konzentration KeimverzSgerung (h) 
(mM) 1 l a  

5 O O 
1 0  1 0 , 5  

20 4 6 
4 ° 13 11 
8o 28 32 

Wurzell/inge nreduktion (%) 
1 l a  

2 - - 3  

9 6 
19 16 
41 4 2 
78 81 
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zen t ra t ionen  bis zu 8o mM nicht  s ignif ikant  beein- 
fluBt. Behand lung  der Samen mi t  16omM u n d  32omM 
EMS-L6sungen  fiihrte zur volls t i indigen u n d  irre- 
versiblen U n t e r b i n d u n g  der Ke imung ,  also zur 
A b t 6 t u n g  der Samen.  Wie aus Tab.  1 ersichtlich, 
wiesen die B e h a n d l u n g s v a r i a n t e n  jedoch von  lo  mM 
an eine mi t  s teigender K o n z e n t r a t i o n  stetig zuneh-  
mende  Verz6gerung der K e i m u n g  gegeniiber der 
Kont ro l le  auf. Dabei  gilt als K e i m z e i t p u n k t  der 
Moment ,  an dem bei 5o% der Samen  die Radicu la  
deut l ich s ichtbar  aus der Tes ta  herausgewachsen war. 

Z u n e h m e n d e  E M S - K o n z e n t r a t i o n e n  f i ihr ten gleich- 
falls zu ans te igenden W e r t e n  fiir die relat ive Wurzel-  
l~ingenreduktion (Tab. 1, Abb.  ~). Die Mindest-  
konzent ra f ion ,  mi t  der eine sicher nachweisbare  
Wurze l ! i ingenredukt ion  erzielt werden konnte ,  be- 
t rug  lo  mM. Der als Wurze l l i ingenredukt ion  erfagte 
Effekt  stellt  das Resu l t a t  von  KeimverzSgerung u n d  
H e m m u n g  des W a c h s t u m s  der Pr imi i rwurzeln  dar, 
ist also n ich t  einfach ein anderer  Ausdruck  fiir die 
Keimverz6gerung.  In  den B e h a n d l u n g s v a r i a n t e n  
wuchsen die Wurze ln  deut l ich langsamer  als in der 
Kontrol le .  Wie aus den Versuchen mi t  vollst / tndig 
hydro lys ie r ten  EMS-L6sungen  (Versuch 4) hervor-  
geht,  hande l t  es sich dabei  im wesent l ichen um einen 
EMS-bed ing ten  Effekt  u n d  n i ch t  u m  einen sch~tdi- 
genden  EinfluB der Hydro lyseproduk te  des EMS. 

Bee in f lu s sung  der M1-Pf lanzen:  Behand lung  der 
Samen mi t  EMS-Konzen t r a t i onen ,  die berei ts  sehr 
hohe Muta t ions f requenzen  bedingen,  fiihrte zu keiner 
nachweisbaren  Sch/idigung der M1-Pflanzen. E ine  
Verr ingerung der {)ber lebensrate  durch  rela t iv  kleine 
EMS-Dosen,  wie sie McKELVIE (1963) beobach te t  
hat ,  t r a t  un t e r  den bier angewand ten  Versuchs- 
bed ingungen  nicht  auf. 

Die 20 mM-Variante war im Anfangswachstum (Bil- 
dung der ersten Rosettenbl~itter) um h6chstens einen Tag 
gegentiber der Kontrolle verz6gert. Morphologische Ano- 
malien traten nicht auf bzw. waren nicht hgufiger als in 
der Kontrolle. Die 4 ° mM-Variante war im Anfangs- 

wachstum unl rund 2 Tage verz6gert. Ein TeiI der Ro- 
settenblgtter wies deutlich erkennbare morphologische 
Anomalien (Asymmetrien, Torsionen) auf, die jedoch 
bei den spgter angelegten Rosettenblgttern und bei den 
Stengelbliittern zunehmend seltener wurden. {}berlebens- 
rate, Pflanzengr6Be (Anzahl der Bl~ttter und Stengelh6he) 
und Bliihbeginn waren nicht v o n d e r  Kontrolle verschie- 
den. 

In  der 8o mM-Variante zeigten alle Pfianzen nlorpho- 
logische Anomalien. Die Bildung der ersten Rosetten- 
blittter war im Mittel um lO Tage gegeniiber der Kon- 
trolle verz6gert. Obwohl auch hier init fortschreitender 
Entwicklung eine gewisse Normalisierung eintrat, lieBen 
sich doch noch an den Stengelblgttern und im Inflores- 
zenzaufbau h~iufig Abweichungen v o n d e r  Norm nach- 
weisen. Die Bliiten wiesen allerdings nur sehr selten deut- 
lich erkennbare Anomalien auf. Die {)berlebensrate be- 
trug im Durchschnitt  72" o//o der Kontrolle, schwankte aber 
zwischen den einzelnen Anzuchtschalen von 42%, bis zu 
91%. Es zeigt sich also deutlich, dab die {Sberlebensrate 
kein brauchbares MaB fiir die StArke der EMS-Behand- 
lung darstellt: Alle Pflanzen waren in ihrem Wachstum 
mehr oder weniger stark gehemmt; ob sie bis zur Bliiten- 
bildung iiberlebten, wurde jedoch in erster Linie durch die 
Unlweltbedingungen (insbesondere in den friihen Ent-  
wicklungsstadien) entschieden. Unter besonders giin- 
stigen Bedingungen diirfte es prinzipiell m6glich sein, 
auch sehr stark gesch/idigte Pflanzen am Leben zu erhal- 
ten. 

Gescheckte  P f l a n z e n :  Alle M1-Pflanzen, die an den 
Roset tenbl~i t tern chlorophylldefekte  Sektoren (hell- 
griin, gelb oder farblos) aufwiesen, wurden  als 
, ,gescheckt" klassifiziert. Wie aus Tab.  2 ersichtlich, 
t r a t en  Scheckungen n u t  nach  B e h a n d l u n g  mi t  
h6heren E M S - K o n z e n t r a t i o n e n  auf. Ihre  H~iufigkeit 
war deut l ich konzent ra t ionsabhi ing ig .  

Es bleibt aber zu beachten, dab die angegebenen Werte 
mit  einem gewissen Unsicherheitsfaktor behaftet sind, 
da 1. sicher einige kleine bzw. nur geringfiigig aufgehellte 
Sektoren fibersehen wurden und 2. die Unterscheidung 
zwischen weigen Sektoren und nekrotischen Bereichen 
nicht immer eindeutig m6glich war. Der fiir die 8o mM- 
Variante angegebene VVert (23,0%) ist besonders un- 
sicher, da in diesem Fall die Rosettenbliitter stark defor- 
miert und oft sehr klein waren. Als MaB der EMS-Wir- 
kung diirfte die Hgufigkeit gescheckter Pflanzen ange- 
sichts dieser Ungenauigkeiten nur wenig geeignet sein. 

Tabelle 2. Ferlilitiit der Ml-P/lanzen und Anteil gescheckter M1-P/lanzen in verschiedenen Versuchsserien. 

Versuch 
Nr. 

Kontrolle 
1 

11 

Behandlung 

2,5mM, 18 h 
5mM, 18h 

10 raM, 18 h 
15 raM, 18 h 
20 mM, 18 h 
25 raM, 18 h 
4 ° raM, 18 h 
80 mM, 18 h 

8 mM, 18 h 
12 mM, 18 h 
2o mM, 18 h 

5 mM, ~2 h 
5mM, 2 h  
5raM, 6t l  
5 mM, 18 h 
5 raM, 36 h 
5 mM, 54 h 

lO mM, 18 h(o) 
lO mM, 18 h(lh) 
lO mM, 18 h(18h) 

8 mM, 18 h(21°) 
8 mM, 18 h(4 o°) 

Anzahl der geprfiften 

M1-Ptlanzen 

6 0 o  

634 
622  

675 
94 

1 2 0  

163 
400 
400 

122 

385 
323 

420 
518 
495 
427 
2 9 2  
2 0 3  

337 
221 
3o6 

451 
282  

Schotcn 

3000 
317o 
311o 
3375 

47 ° 
6 0 0  

815 
2 0 0 0  
2 0 0 0  

61o 
1925 
1 6 1 5  

21OO 

2590 
2475 
2135 
146o 
1 0 1 5  

1685 
1 1 0  5 

153 ° 

2255 
1 4 1 o  

Htiufigkeit (in %) der Schoten mit  

0-- 3 Sa. 

0 
0 
0 
O, 1 
0 
2 , 6  

9,3 
94,4 
99,6 

o 
o , 1  

2 , 3  

o 
o 
o 
o 
0 , 2  

2 , 7  

o 
o 

o , 3  

o 
o 

4--16 Sa. 17--2 9 Sa. 

O O, 2 
O O 

o 3 ,1  
2 , 2  1 5 , 2  

lO, 7 20,9 
35,5 34, 2 
43,8 27,8 

5,6 o 
0, 4 o 

3,5 7,0 
4 , 2  2 1 , 9  

32,6 33,6 

0 0 , 1  
0 0 
O 1 ,1  

O 0 , 4  
4,0 18,3 

2,2,1 3 3 , 1  

5,7 19,7 
2,2 9,8 
2,5 11,3 

0,7 5,5 
2 , 2  7 , 0  

>29 Sa. 

99,8 
1OO 

96,9 
82,5 
68,4 
27,7 
1 9 , 1  

O 
o 

89,5 
73,8 
31,6 

99,9 
lOO 
98,9. 
99,6 
78,5 
4 2 , 1  

74,6 
88,0 
85,9 

93,8 
9o,8 

Steril, - geschecktc 
Grad Pflanzen 
(%) (%) 

o o 
o o 
0 , 8  O 

5,6 0,4 
12,9 1,1 
37,7 3,3 
49,3 1,8 
98, 6 9,5 
99,9 23,o 

4,4 o 
8,6 o,8 

35,2 1,2 

o o 
o o 

0 , 3  o 
o , 1  o 

7,8 0,3 
27,4 o,5 

9 , 1  o 

4,1 o,5 
5,6 0,3 

2 , 0  O 

3,5 o 
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AuBerdem k 6 n n e n  e in ige rmaBen  b r a u c h -  
ba r e  W e r t e  e rs t  in  e inem Dos i sbere ich  ge- 
w o n n e n  werden ,  der  fiir die Aus l6sung  
v o n  rezess iven  M u t a t i o n e n  be re i t s  zu h o c h  
ist. SchlieBlich is t  a u c h  die He te rogen i tX t  
der  zu c h l o r o p h y l l d e f e k t e n  S e k t o r e n  fiih- 
r e n d e n  Ere ignisse  zu b e a c h t e n .  N e b e n  
d o m i n a n t e n  Gen-  u n d  C h r o m o s o m e n -  
m u t a t i o n e n  spielen n a c h  U n t e r s u c h u n g e n  
v o n  R~BBELEN (1965b) u . a .  a u c h  Pla-  
s t o m m u t a t i o n e n  bei  der  E n t s t e h u n g  yon  
E M S - i n d u z i e r t e n  Scheckungen  eine ge- 
wisse Rolle.  

Sterilitiit: Die Anzahl der Samenan- 
lagen pro Schote betrug in den geprtif- 
ten Schoten 45 bis 65 und wurde durch 
EMS-Behandlungen bis zu 4 ° mM 
praktisch nicht verringert.  Nur in 
der 80 mM-Variante war parallel zur 
Verringerung der durchschnittl iehen 
Pflanzengr613e auch die Anzahl der 
Samenanlagen pro Schote auf 25 bis 
55 reduziert. Wie aus Tab. 2 ersieht- 
lich, t ra ten  jedoch mit  zunehmender  
EMS-Konzentrat ion in steigendem 
MaBe Schoten mit  verr ingertem Samen- 
aussatz,  d. h. mit  einem gr6Beren An- 
teil an sterilen Samenanlagen, auf. 
Diese Zunahme der Sterilit~t war, wie 
sich durch Anf~rben des Pollens einiger 
wahllos herausgegriffener ]31iiten mit  
Karmin-Essigs~ure zeigen lieB, yon 
einer Zunahme der H~ufigkeit von 
]31titen mit  partiell letalem Pollen be- 
gleitet. Es ergaben sieh also keine Hin- 
weise daffir, dab die ]3eziehungen zwi- 
schen Sterilititt und Pollenletalit~t in 
EMS-behandel tem Material grunds~tz- 
lich anderer Art  sind als im Falle der 
r6ntgeninduzierten Sterilit~t, fiir die 
genauere Untersuchungen vorliegen 
(MULLER 1965f ) .  Partielle Sterilit~t 
t ra t  in der Regel nicht in allen geprtif- 
ten Schoten einer M~-Pflanze auf, son- 
dern nur in einigen, die h~ufig einen 
deutlieh erkennbaren Sektor bildeten. 
Das kann als Hinweis dafiir gelten, 
dab die EMS-induzierte haplophasi- 
sche Sterilit~t unter  den vorliegenden 
Versuchsbedingungen im wesentlichen 
genetisch bedingt ist (vgl. MfJLLER 
1965b). 

Als zahlenm~Biger Ausdruck ftir das 
AusmaB der haplophasischen Sterili- 
tSt wurde der Sterilit~tsgrad (s) einge- 
fiihrt (M[~LLER 1964a ). Er  wird aus 
den H~iufigkeitswerten ftir die einzel- 
nen Fertiliditsklassen nach folgender 
Formel berechnet : 

s = p~ + o,75 Pl~ + 0,25 p~  

(p~ = relative H~iufigkeit der Schoten 
mit  o bis 3 befruchteten Samenan- 
lagen, usw.). Der Sterilit~itsgrad kann 
also theoretisch alle Werte von o bis 1 
(bzw. o bis lOO%) annehmen. Wie 
aus Tab. 2 und Abb. 1 ersichtlich, 
erh6hten sieh die tats~chlich ge- 
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fundenen Werte stetig mit steigender Konzentra- 
tion und erreichten in der 80 mM-Variante praktisch 
s----1. Im letztgenannten Fall wiesen rund 80% 
der geprfiften Schoten ausschlieBlich unbefruchtete 
und rund 20% der Schoten bis zu drei befruchtete 
(aber vorwiegend letale Embryonen ausbildende) 
Samenanlagen auf. 

Rezessive Letalmutat ionen:  Die dutch Auswertung 
der unreifen Schoten festgestellten Mutanten-Em- 
bryonen konnten den lO bereits aus Versuchen mit 
R6ntgenstrahlen (MOLLER 1963 ) oder anderen che- 
mischen Mutagenen (MOLLER 1964a ) bekannten 
Mutantentypen zugeordnet werden. Grunds~itzlich 
neue Mutantentypen traten nicht auf. Es wurden 
also folgende Typen unterschieden (in der Reihen- 
folge von frfihembryonaler Letalit~it bis Keimlings- 
letalit~t): sicca, brevis, vana, di//usa, murca, parva, 
/usca, albina, xantha, chlorina (ausftihrliche Beschrei- 
bung bei Mf)LLER 1963 ). 

Die relative H~iufigkeit der einzelnen Typen ist aus 
Tab. 4 ersichtlich. Die zwischen den einzelnen 
Varianten bestehenden Unterschiede in der H~iufig- 
keitsverteilung der Mutantentypen k6nnen, sofern 
sie nicht zufallsbedingt sind, zwei Ursachen haben: 

1. Epistasie der frfihletalen Mutationen fiber die 
sp~itletalen, was mit zunehmender Hiiufigkeit von 
Nachkommenschaften, die ffir mehrere Mutationen 
spalten, zu einer scheinbaren Verringerung des Anteils 
sp~.tletaler Mutanten ftihrt; 

2. Variable Manifestierung einiger Mutationen, was 
zur Folge hat, dab die zu einer solchen Mutation 

J L U 
g 5 10 15 20 ~M 25 

Konzentrafioa 
Abb .  2 (Versuche  1 u. 2). Mi t t l e r e  A n z a h l  d e r  M u t a t i o n e n  p ro  Ze l le  in  Abh i ing ig -  
ke i t  v o n  d e r  E M S - K o n z e n t r a t i o n  (18 h b e i  22 °C). Rezes s ive  L e t a h n u t a t l o n e n  
(alle T y p e n ) :  • - -  Me,  • - -  Mb. Rezes s ive  C h l o r o p h y l l m u t a t i o n e n :  O - -  M e ,  

Lx - -  M g .  K o n f i d e n z g r e n z c n  ffir P ~ o,o5 ( t -Ver te i lung)  zu  Me u n d  M e. D ie  

obe re  K u r v e  s t e l l t  d ie  F u n k t i o n  Me ~ (67 • conc) ~, die  u n t e r e  K u r v e  die  F u n k t i o n  
M e = (  2 6 .  conc) z dar .  

Zi~chter / Genet. Breed. Res. 

geh6renden Mutanten verschiedenen Typen zugeord- 
net werden. 

Eine sichere Abgrenzung ist aber zwischen den 
echten embryonal-letalen Typen (sicca bis parva) 
einerseits und den meist keimlingsletalen chloro- 
phylldefekten Typen (/usca bis chlorina) anderer- 
seits m6glich. Da die letztgenannten auch noch den 
Vorteil haben, dab sie praktisch nie als PhXnokopien 
auftreten, sondern stets Ausdruck yon rezessiven 
Mutationen mit meist normalem Spaltungsverh~lt- 
his sind, werden sie unter  der Bezeichnung ,,Chloro- 
phyllmutat ionen" als besondere Gruppe zusammen- 
gefaBt. 

Die quanti tat ive Erfassung der Mutanten bzw. 
spaltenden Nachkommenschaften erfolgte nur bis zu 
einer Konzentrat ion von 25 mM. Die nach Einwir- 
kung yon 4 ° mM oder 80 mM EMS drastisch ver- 
ringerte Fertilititt l~tl3t es nicht sinnvoll erscheinen, 
in diesem Fall noch Kennziffern ffir die Mutations- 
ffequenz zu bestimmen. 

Die ffir die Gesamtheit der rezessiven Letalmuta- 
tionen berechneten Kennziffern ma, mb und me zeigen, 
wie aus Tab. 3 und Abb. 1 ersichtlich, jeweils eine 
Form der Abh~ngigkeit von der Konzentration, die 
einem sigmoiden Kurvenverlauf  entspricht. (Ffir me 
konnte der obere Kurvenabschnit t  nicht ermittelt  
werden, doch l~Bt eine ungeffihre Absch~tzung der 
Mutantenfrequenz in der 4 ° mM-Variante deutlich 
erkennen, dab sich me erwartungsgem~tB bei einem 
weiteren Anstieg der Konzentrat ionen auch weiter 
erh6ht.) Der S~ttigungseffekt (asymptotische An- 
n~herung an den Maximalwert lOO%) resultiert aus 
der Tatsache, dab in zunehmendem MaBe Nach- 
kommenschaften auftreten, die ftir mehrere Mutatio- 
nen spalten, die sich also yon mehrfach mutierten 
Zellen herleiten. Keine der genannten Kennziffern 
kann also der Anzahl der induzierten Mutationen 
direkt proportional sein. Unter der mit guter Ann/ihe- 
rung als berechtigt geltenden Annahme, dab die 
Verteilung der Mutationen auf die Zellen einer 
Poisson-Verteilung folgt (vgl. Diskussion), ergeben 
sich ftir die mittlere Anzahl der Mutationen pro Zelle 
folgende Sch~tzwerte : 

Mb-~ - - l n ( 1  --rob) 
Me---- - - 5 I n ( I - - m e ) .  

Auf die Frage nach der Genauigkeit dieser Schitz- 
werte ist in der Diskussion noch einzugehen. Hier 

.~soll nur auf die Tatsache hingewiesen werden, dab 
. . . • . 

i bel klemen Mutatlonsfrequenzen ZWlSChen belden 
i Sch~tzwerten eine gute Ubereinstimmung besteht, 

wihrend bei h6heren Mutationsfrequenzen die Werte 
fiir Mb in der Regel etwas gr613er sind als die Werte 

! ffir Mc (Tab. 3, Abb. 2). 

Allerdings zeigt unabh~ingig davon, welcher Sch~tz- 
wert benutzt  wird, die mittlere Anzahl der Mutatio- 
nen pro Zelle mit zunehmender Konzentrat ion einen 
deutlich exponentiellen Anstieg. Es gilt also die 
Beziehung: 

Mo, c : (k . conc) ' ,  

wobei die Formel den Befunden am besten gerecht 
wird, wenn die Konstante k ----- 67 M -1 gesetzt wird. 
Der Exponent  n kann fiir M, Werte von 1, 9 bis 2,2 
und ffir Mb Werte yon 2,0 bis 2,3 annehmen. 
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Chlorophyllmutationen: Wurden nur die Chloro- 
phyllmutationen beriicksichtigt, dann ergaben sich 
ftir die einzelnen Kennziffern (die in diesem Fall als 
ma, m/~ bzw. m~ bezeichnet wurden) erwartungs- 
gem/iB geringere Werte (Tab. 3). Dabei ist zu beach- 
ten, dab mit steigender Konzentration in zunehmen- 
dem MaBe Nachkommenschaften auftraten, die 
auBer ftir eine Chlorophyllmutation auch noch ftir 
embryonale Letalmutationen spalteten. Derartige 
Nachkommenschaften gingen folgerichtig in die 
Berechnung der Frequenz der ffir Chlorophyllmuta- 
tionen spaltenden Nachkommenschaften (m~) ein. 
Da die embryonalen Letalmutationen epistatisch 
tiber die Chlorophyllmutationen sind, als Nach- 
kommenschaftsgr6Be also nut  die Anzahl der nicht- 
letalen Embryonen gerechnet werden kann, verringert 
sich folglich in diesem Fall die effektive Nachkom- 
menschaftsgr6Be. So bestand z. B. in der 25 mM- 
Variante die geprtifte Naehkommenschaft im Mittel 
aus 18,o Embryonen,  von denen aber nur lo,6 nicht- 
letale Embryonen waren. Das muBte zur Folge 
haben, dab einige der ffir Chlorophyllmutationen spal- 
tenden Nachkommenschaften nicht als solche er- 
kannt wurden, m~ und m~ muBten daher mit stei- 
gender Konzentration einer zunehmenden Unter- 
sch/itzung ausgesetzt sein. Da m', (und folglich auch 
M~) von dieser Untersch~itzung frei ist, wird somit 
verst/indiich, dab M~ bei den 20 raM- und 25 mM- 
Varianten kleiner als M'c ist, im unteren Konzen- 
trationsbereich aber mit M" tibereinstimmt (Tab. 3, 
Abb. 2). 

mS wurde stets als Anteil der Chlorophyllmutatio- 
nen an der Gesamtzahl der n i c h t - l e t a l e n  Embryo- 
nen berechnet. 

Wie aus Abb. 2 ersichtlich, zeigt M~ eine aus- 
gepr/igt exponentielle AbMngigkeit  yon der Konzen- 
tration. Genau wie ftir die Gesamtheit der rezessiven 
Letalmutationen kann auch ffir die Chlorophyll- 
mutationen der Exponent  als n = 2 angenommen 
werden (k = 27 M-A), doch bleiben auch Kurven 
mit einem Exponenten zwischen 1, 7 und 2, 4 in den 
meisten F/illen noch innerhalb des Konfidenzberei- 
ches ftir P = 5% und k6nnen daher nicht aus- 
geschlossen werden. 

Beweise ftir eine konzentrationsabh/ingige Ver- 
/inderung der Relation zwischen embryonalen Letal- 
mutationen und Chlorophyllmutationen ergeben sich 
aus vorliegendem Material nicht (vgl. aber MOI.LER 
1965b) ; der Anteil der Chlorophyllmutationen an der 
Gesamtzahl der rezessiven Letalmutationen (M'~/Mb) 
schwankte zwisehen 15,8% und 12,8% (Tab. 3)- 

2 (E): Abhdngigkeit des Effekts von der 
E M S-K onzentration 

Zur ~berprtifung der im Versuch i erzielten 
Ergebnisse wurde unter sonst gleichen Bedingungen 
die Effektivit/it von EMS-L6sungen folgender Kon- 
zentration getestet: 8 raM, 12 raM, 20mM. Die 
Ergebnisse sind in den Tabellen 2, 3 und 4 sowie in 
Abb. 2 dargestellt. Im Prinzip konnten die Befunde 
von Versuch 1 best/itigt werden. Nur die 20 mM- 
Variante ergab fiir alle zur Charakterisierung des 
mutagenen Effekts dienenden Kennziffern etwas 
geringere Werte als die entsprechende Variante in 
Versueh 1. 

3 (W):  Abhdngigkeit des Effekts yon der E M S -  
Konzentration 

Da die Beziehung zwischen EMS-Konzentration 
und relativer Wurzell~ingenreduktion eventuell von 
den Behandlungsbedingungen abh/ingig sein konnte, 
wurde in einem weiteren Versuch diese Beziehung ftir 
Kurzzeitbehandlung von vorgequollenen Samen be- 
stimmt. 

Die Samen wurden 14 h bei 24 °C submers in Aqua 
dest. vorgequollen und dann EMS-L6sungen von lOO, 
200, 3o0 und 400 mM fiir die Dauer yon 1 h bei 36 °C aus- 
gesetzt. AnschlieBend wurde 3 h lang bei 36 °C in Aqua 
dest. nachgequollen. Die Samen wurden gemeinsam mit 
einer 18 h submers in Aqua dest. gequollenen Kontrolle 
zum Keimwurzeltest ausgelegt. Keimverz6gerung und 
WurzellAngenreduktion wurden bestimmt. 

Ftinf Tage nach Keimbeginn in der Kontrolle hat- 
ten in allen Varianten (mit Ausnahme der 400 mM- 
Variante) lOO% der Samen gekeimt. In der 400 mM- 
Variante betrug die Keimungsrate 850/0 . Alle 
Behandlungsvarianten wiesen eine konzentrations- 
abh~ngige Verz6gerung des Keimbeginns auf (Abb.3). 

Tabelle 4. Hdufigkeilsverteilung der Mutanten-Typen in verschiedenen Versuchsserien. 

Versuch 
Nr. 

11 

Behandlung 

2,5 raM, 18 h 
5 mM, 18 h 

lO mM, 18 h 
15 mM, 18 h 
20 raM, 18 h 
25 raM, 18 h 

8 raM, 18 h 
12 raM, 18 h 
2o raM, 18 h 

5 mM, 18h 
5 raM, 36 h 
5 raM, 45 h 

lO mM, 18 h (o) 
lO raM, 18 h ( 1 h) 
lO raM, 18 h (18 h) 

lO raM, 18 h(21 °) 
lO raM, 18 h(4 o°) 

Anzahl 
Mutanten 

395 
998 

7521 
2614 
3771 
6123 

961 
6549 
9304 

528 
5051 
64o5 

6208 
3542 
4997 

2460 
341o 

H.iufigkeit der Mutanten-Typen (in %)/ 

sicca+ 
brevis 

19,2 
27,0 
23,1 
36,7 
33,8 
32,6 

36,1 
30,6 
33,4 

35,8 
36,2 
39,4 

30,7 
28,o 
30,6 

25,5 
32,4 

vana + 
dil]usa 

26,1 

34,7 
33,2 
27,7 
33,1 
30,8 

29,1 
] 3 6 , 6  

31,5 

40,7 
29,7 
23,7 

34,6 
26,6 
25,5 

37,0 
35,4 

mum'ca parv(t 

35,7 5, 6 
20, 4 8,8 
23,2 6,3 
21,9 1, 5 
23,4 1,3 
25,1 0,7 

19,7 3,6 
17,9 2,6 
22,8 1,o 

14,8 2,8 
22,6 3,2 
25,1 3,2 

18,9 2, 5 
26,4 2,4 
22,8 3,3 

21, 5 2,6 
10,1 O, 1 

lusc~ 

3,8 
0,9 
o,4 
o 
o 
0,3 

o 
0,3 
0,3 

o 
O 
0,2 

0,4 
0,8 
1,O 

0,4 
o,7 

albina 

2,0 
0 

2,5 L 
1,1 i 
0,4 
O,3 

0 
O,6 
0,2 

0 
0,3 
O,4 

0,6 
O,3 
0 

0,2 
1,3 

xanth:~ chlorina 

o 7,6 
3,3 4,9 
3,2 8,1 
1, 4 10,2 
1,4 7, ° 
1,2 9,0 

2,0 9,5 
2,6 8,8 
1,2 9,6 

4,0 1,9 
1,6 6, 4 
1,7 6,3 

1,o 11,3 
1,2 14, 3 
1,2 15,6 

1,9 lO,8 
1,5 9,4 
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Die sehr kurze Behandlungszeit erlaubt eine wich- 
tige Schlul3folgerung hinsichtlich des Zeitraumes, in 
dem die EMS-Wirkung erfolgt. Da die yon den Zelten 
des Wurzelmeristems aufgenommene EMS-Menge 
innerhalb einer Stunde hineindiffundiert ist, kann 
angenommen werden, dab nach dreistfindigem Nach- 
quellen zumindest der gr613te Teil des nicht zur 
Reaktion gelangenden EMS wieder herausdiffundiert 
ist. Daraus folgt, dab die Keimverz6gerung nicht 
dadurch bedingt sein kann, dab w~thrend der Kei- 
mung noch EMS in den Zellen vorliegt. Die Keim- 
verz6gerung wird also bereits im ruhenden Samen 
induziert. Gleiches gilt ftir die Hemmung des Keim- 
wurzelwachstums. 

Konzen/m/ion 

Abb. 3 (Versuch 3). Relative \Vurzell/mgenreduktion und Keimverz6gerung in 
Abh/ingigkeit yon der EMS-Konzentration (Vorquellen: 14 h bei 24 o; Behand- 

lung: 1 h bei 36°; Naehquetlen: 3 h bei 36°). 

• -- relative Wurzell/ingenreduktion (Ergebnis einer Wiederholung). • -- Ver- 
z6gerung der 5o% -Keimung gegenfiber der Kontrolle (in h). Ordinate negativ 

logarithmisch. 

Wie aus den in Abb. 3 ang~gebenen Werten ffir die 
relative Wurzell~ngenreduktion ersichtlich, hat die 
Dosis-Effekt-Kurve eine sigmoide Form und geht 
daher bei Verwendung einer negativ logarithmischen 
Ordinatenskala in eine exponentielle Kurve fiber. 
Diese Transformation ist insofern praktisch, als sie 
bei direkter Abh~ngigkeit der durch die Konzentra- 
tionseinheit induzierten Wurzell~ngenreduktion yon 
der Wurzell~tnge zu einer linearen Dosis-Effekt- 
Kurve ffihren miiBte (M/.~LLER 1964b ). Das Vorliegen 
einer exponentiellen Kurve beweist also, dal3 die 
dutch einen bestimmten Konzentrationszuwachs 
bedingte Erh6hung der Wurzell~tngenreduktion nicht 
allein von der Wurzell~nge, sondern auch v o n d e r  
H6he der Konzentration abh~tngig ist. 

Die hier gefundene Dosis-Effekt-Beziehung ent- 
spricht den Ergebnissen der Versuche 1 und l a. 
Auch die Relation zwischen Keimverz6gerung und 
Wurzell~ngenreduktion stimmt prinzipiell mit den 
dort gefundenen Werten tiberein, ist also unabh~tngig 
davon, ob eine bestimmte EMS-Dosis in 18 h oder in 
1 h appliziert wird und ob die Behandlungstempera- 
tur 24 ° oder 360 betr~gt. 

4 (W, E): Hydrolyse und Ellekt der Hydrolyseprodukte 

In w~il3riger L6sung zersetzt sich EMS zu Athyl- 
alkohol und Methansulfons/iure: 

CH3SO~OC~H5 + H20 -+ C~HsOH + CH3SO20-+H +. 

l~ber die Kinetik dieser Reaktion liegen ffir den 
Temperaturbereich von o ° bis 5 ° °C genaue Angaben 
vor  (FRoESE-GERTZEN et al. 1963). Demnach handelt 
es sich um eine Reaktion erster Ordnung; die nach 
einem Zeitintervall t vorliegende EMS-Konzentration 
ergibt sich also als: 

ct = Co" exp (-- k,#) 

wobei c o ----- Anfangskonzentration des EMS 
kT = Reaktionskonstante bei der Temperatur T. 

Der Temperaturquotient ffir die Hydrolyserate ver- 
ringert sich mit steigender Temperatur yon010 =4,5  
ftir den Bereich o ° - 1 o  °C auf Q10 = 3,0 ffir den Be- 
reich 4 o ° - 5  ° °C. Aus den Ergebnissen yon FROESE- 
GERTZEN et al. (1963) ergeben sich z .B.  folgende 
Reaktionskonstanten : 

k 2 4  ° = o,o13/h 
k36 ° = o,o56/h 
ks0 ° = o,264/h. 

Zumindest fiir den sauren Bereich hat sich die 
Hydrolyserate als unbeeinflul3t vom pH-Wert  er- 
wiesen. 

Die als Folge der Hydrolyse entstehende Methan- 
sulfons~ure kann auf das behandelte biologische 
Material toxisch wirken. Die Aufnahme der Sfiure 
dutch Weizen-Samen wurde parallel zur Aufnahme 
des unhydrolysierten Esters yon BELLI und CERVIGNI 
(1964) bestimmt. FROESE-GERTZEN et al. (1964) 
fanden, dab Behandlung von Gersten-Samen mit 
partiell hydrolysierten EMS-L6sungen zu einer stiir- 
keren Wachstumshemmung ft~hrt als Behandlung 
mit unhydrolysierten L6sungen. Dieser toxische 
Effekt der Hydrolyseprodukte konnte jedoch durch 
Pufferung verringert werden, was darauf hindeutet, 
dab der entscheidende Faktor die erh6hte H-Ionen-  
Konzentration ist. 

Es war also nur noch zu prtifen, 1. ob auch unter 
unseren Versuchsbedingungen ffir die w~hrend der 
Behandlungszeit erfolgende Hydrolyse die oben ange- 
ftihrten Reaktionskonstanten in Rechnung gesetzt 
werden k6nnen, und 2. welchen Einflul3 die Hydrolyse- 
produkte auf Samen yon Arabidopsis austiben. 

Je 6 ml einer 200 mM EMS-L6sung wurden mit 5 ° mg 
Samen versetzt und fiir die Dauer yon 4 h, 8 h, 24 h bzw. 
36 h Temperaturen yon 24 °, 360 bzw. 5 ° °C ausgesetzt. 
Nach Bestimmung der H-Ionen-Konzentration durch 
Titration mit NaOH unter Zusatz yon Phenolphtalein 
wurden die partiell hydrolysierten L6sungen yon den 
Samen abfiltriert und sofort zur Behandlung anderer, 
lo h in Wasser vorgequollener Samen verwendet. Zu 
diesem Zweck wurden alle L6sungen anf 36 °C gebracht 
und bei dieser Temperatur 1 h auf die Samen einwirken 
gelassen. AnschlieBend wurden die behandelten Samen 
3 h bei 36 °C in Aqua dest. nachgequollen und fiir den 
Keimwurzeltest in Petrischalen ausgelegt. Von tier Vari- 
ante, die mit vollst~ndig hydrolysierter L6sung behandelt 
worden war, wurde zus~.tzlich ein Tell der $amen auf 
Erde ausgesAt und M1-Pflanzen zur Ermittlung der Mtl- 
tationsfrequenz angezogen. 

Die Ergebnisse sind in Tab. 5 dargestellt; Die ge- 
fundene Zunahme der H-Ionen-Konzentrat ion,  die 
die Konzentration der Ireigesetzten Methansulfon- 
s~ture zum Ausdruck bringt, entspricht recht gut den 
mit Hilfe der oben angeftihrten Reaktionskonstan- 
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ten errechneten Werten. Die Anwesenheit von Samen 
in der EMS-L6sung beeinfluBt also den Hydrolyse-  
verlauf nicht nachweisbar. Einstfindige Behandlung 
yon vorgequollenen Samen mit  den Hydrolysa ten  
ftihrte in keinem Fall zu einer Verringerung der Kei- 
mungsrate  gegenfiber der Kontrolle. Die yon den 
Hydrolysaten induzierte Wurzell~ngenreduktion ent- 
spricht --  wie ein Vergleich mit den Ergebnissen yon 
Versuch 3 beweist --  im Rahmen der m6glichen Ver- 
suchsgenauigkeit den bei der angegebenen EMS- 
Konzentrat ion zu erwartenden Werten, stellt also im 
wesentlichen eine Wirkung des EMS dar. Die etwas 
fiber der Erwar tung liegenden Werte ffir die Wurzel- 
1/ingenreduktion nach Behandlung mit s tark hydro- 
lysierten L6sungen weisen auf einen geringen toxi- 
schen Effekt der Hydrolyseprodukte  bin. Da Athyl- 
alkohol in Konzentrat ionen bis zu 200 mM keine 
sch/idigende Wirkung auf die Samen ausfibt, folgt aus 
diesem Ergebnis, dab 200 mM Methansulfons/iure 
(pH 0,7) unter  Behandlungsbedingungen, bei denen 
200 mM EMS zu 640/0 Wurzell/tngenreduktion bzw. 
15 h Keimverz6gerung ffihrt, nur eine Wurzell~ingen- 
reduktion yon 8% bewirkt  (Ergebnisse der Wieder- 
holungen: 2% , 15%, 7%;  Keimverz6gerung 6bis 9 h). 

Tabelle 5 (Versuch 4). Abnahme der EMS-Konzentration 
dutch Hydrolyse und die durch Behandlung (1 h bei 36°) 
yon vorgequollenen Samen mit den partiell hydrolysierten 

L6sungen induzierte Hemmung des Wurzelwachstums. 

Hydrolyse EMS-Konzen- VVurzell/ingen redu ktion (%) 
Temperatur Zeit pH tration l 

°C) I (h) (raM) gefunden erwartet ~ 

- -  o 4,8 2oo 6 4 6 4 
24 4 2,12 192 58 62 
24 8 1,62 177 52 57 
24 24 1,31 151 44 46 

36 4 1,53 J71 53 55 
36 8 1,14 128 35 4 ° 
36 24 0,82 49 17 lo 

5 ° 4 0,89 71 17 16 
50 0,77 3 ° 15 4 
5 ° 24 0,7o o 8 o 
5 ° 36 0,7o o 9 o 

errechnet aus der Zunahme der H-Ioncn-Konzentration. 
auf Grund der EMS.Konzentration entsprechend den Befunden yon Versueh 3 ' 

Es wurde weiterhin geprfift, welchen EinfluB die 
vollst~tndig hydrolysierte L6sung bei liingerer Ein- 
wirkung auf die Samen ausfibt: Nach 2stfindiger 
Behandlung bei 36 °C (Nachquellen: 3 h bei 36°) 
waren der Keimbeginn um 18 h und die 5o%-Keimung 
um 30 h gegenfiber der Kontrolle verz6gert;  30% der 
Samen keimten gar nicht. Natfirlich war infolge der 
Keimverz6gerung die mitt lere Wurzelliinge deutlich 
geringer als bei der Kontrolle. Es zeigte sich jedoch, 
dab nach erfolgter Keimung die Wurzeln praktisch 
genau so schnell wuchsen wie in der Kontrolle. 
Samen, die 4 h lang bei 36 °C mit  der vollstiindig 
hydrolysierten L6sung behandelt  worden waren, 
keimten nur zu 7%- Methansulfons/iure ffihrt also 
bei Arabidopsis zwar zur Verz6gerung der Keimung 
bzw. zur Abt6tung der Samen, induziert aber keine 
nach der Keimung anhaltende Wachstumsverz6ge- 
rung der Keimwurzeln. 

Die vollst~tndig hydrolysierte L6sung wies auch 
keine nachweisbare mutagene Aktivit~it auf. Die 
Auswertung der Embryonen  yon 300 M1-Pflanzen 
(jeweils eine Schotennachkommenschaft)  fiihrte zu 
Werten ffir die Mutationsfrequenz (mr, = 0,4%, m~ = 

0,09% ), die v o n d e r  Kontrolle nicht signifikant ver- 
schieden sind. Dieses Ergebnis steht in Oberein- 
s t immung mit  dem Befund, dab vollst/indig hydroly- 
sierte EMS-L6sungen in Wurzelspitzen yon Vicia 
/aba keine Chromosomenaberrat ionen zu induzieren 
verm6gen (RIEGER und MICHAELIS 1960 ). 

5 (W)  : Ein/ luf l  der Temperatur 

Durch Erh6hung der w/ihrend der Behandlungs- 
zeit herrschenden Tempera tur  k6nnte die Effektivi-  
t/it einer bes t immten EMS-Behandlung auf folgende 
Weise beeinfluBt werden: 
1. durch beschleunigte Hydrolyse in der Behaudlungs- 

16sung, 
2. durch beschleunigte Penetrat ion des EMS in die 

Zelle, 
3. durch beschleunigte Reaktion des EMS mit  den 

Zellbestandteilen, die ffir das Zustandekommen 
des Effekts entscheidend sind, 

4. durch Beeinflussung yon sp~teren, auf die Alkylie- 
rung folgenden Reaktionsschrit ten.  

Da die beiden ersten Faktoren nur die in der Zelle 
zur Reaktion bereitgestellte EMS-Menge beeinflus- 
sen, sollten sie nach M6glichkeit bei der Best immung 
der Temperaturabh~ingigkeit der in-vivo-Reaktion 
des EMS ausgeschaltet werden. Der EinfluB der 
Hydrolyse kann durch kurzfristiges Erneuern der 
Behandlungsl6sung oder durch Verkfirzung der 
Behandlungszeit  eliminiert werden. Um die Pene- 
trationsgeschwindigkeit zu kontrollieren, ist die Ver- 
wendung yon maximal  gequollenen Samen ange- 
bracht,  da in diesem Fall die Aufnahme des EMS als 
reiner Diffusionsvorgang aufgefal3t werden kann 
(WALLES und AHNSTROM 1965). Werden die Samen 
im Anschlul3 an die Behandlung bei genau gleicher 
Tempera tur  in Wasser nachgequollen, dann sollte 
demnach die Abnahme der intrazellul/iren EMS- 
Konzentrat ion mit der gleichen Diffusionsrate er- 
folgen wie die Erh6hung der intrazelluliiren EMS- 
Konzentrat ion w/ihrend der Behandlungszeit.  Das 
h/itte zur Folge, dab bei erh6hter Tempera tur  zwar 
die intrazellul/ire EMS-Konzentrat ion schneller an- 
steigt, aber nach BehandlungsschluB auch dement-  
sprechend schneller wieder absinkt, so dab allein aus 
der erh6hten Diffusionsrate keine wesentliche Effek- 
tivit/i tserh6hung resultieren dfirfte. 

Tabelle 6 (Versuch 5). Hemmung des Wur- 
zelwachstums in Abhtingigkeit yon der Be- 
handlungszeit und der Temperatur wiihrend 
der Behandlung und wiihrend des Nachquellens 
(Vorquellen: 12 h bei 24°; Behandlung: 
200 m M  E M S  bei pH 7; NachqueIlen: I6 h). 
Jeder Wert stellt das Mittel aus drei Wieder- 

holungen dar. 

Temperatur Behandhmgszeit Wurzellfingen- reduktion 
(°c) (h) (?'6) 

18 
24 
3 ° 
36 

5,2 7 ° 
3 71 
1,7 69 
1 72 

Vorversuche hat ten  ergeben, dab der Effekt  unge- 
fiihr konstant  bleibt, wenn eine Temperaturerh6hung 
von 24 ° auf 36 °C durch eine Verkfirzung der Be- 
handlungszeit  um den Faktor  1/a kompensiert  wird. 
Es sollte nun geprfift werden, ob dieser Tempera tur -  
quotient fiir den Temperaturbereich von 18 ° bis 
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36 °C gtiltig ist. Ftir jede Temperaturerh6hung um 
6 °C wurde daher die Behandlungszeit um den 
Fak tor  0,58 verktirzt (vgl. Tab. 6). Dementspre-  
chend kam eine 200 mM EMS-LSsung z. B. bei 
18 °C 5,2 h lang, bei 36 °C 1 h lang zur Einwirkung. 
Die durch Hydrolyse bedingte Abnahme der Kon- 
zentration in der Behandlungsl6sung betrug bei die- 
sen Behandlungszeiten nur 5,5% (bei 36°) bzw. 3,1% 
(bei 18°), konnte also vernachl~tssigt werden. Als 
MaB fiir die Effektivit~it der Behandlung diente die 
Wurzell~tngenreduktion. 

Wie aus Tab. 6 ersichtlich, entspricht das Ergebnis 
der Erwartung.  I m  Rahmen des getesteten Tempera-  
turbereichs ergibt sich also ftir die Reaktionskon- 
stante ein Temperaturquot ient  von Q6 = 1,7 bzw. 
Q10 = 2,6. 

6 (E)." Ein/lufi der Temperatur 
Um zu priifen, ob der ffir die Indukt ion  der 

Wachs tumshemmung ermittelte Temperaturquot ient  
auch ftir die Mutationsausl6sung gfiltig ist, kam 
50 mM EMS 1 h bei 36 °C bzw. 3 h bei 24 °C auf vor- 
gequollene Samen zur Einwirkung. Die behandelten 
Samen wurden ftir die Dauer von a6 h bei 360 bzw. 
24 °C in Aqua dest. submers nachgequollen und dann 
zur Anzucht von M1-Pflanzen auf Erde ausgespritzt. 
Nach Auswertung von jeweils 3oo M1-Pflanzen (eine 
Schotennachkommenschaft  pro M1-Pflanze ) ergaben 
sich 

ftir 1 h bei 36 °C: m b =  62,3%, s ---- 9,4%, 
ftir 3 h bei 24 °C: mb = 56,7%, s = 9,2%. 

Die statistische Beurteilung der Differenz zwischen 
den Werten fiir mb erfolgte mit  Hilfe des U-Tests von 
MANN u n d  WHITNEY : je Variante 6 Teilserien, U ---- 7, 
P = 9,4% (zweiseitiger Test). Die Differenz kann 
also mit  relativ hoher Wahrscheinlichkeit als zufalls- 
bedingt angesehen werden. Somit ist das vorliegende 
Ergebnis mit  der Annahme von Q10 = 2,6 vertr~iglich; 
geringe Abweichungen yon diesem Wert  k6nnen 
jedoeh nicht ausgeschlossen werden. 

7 (E): Abhiingigkeit des Effekts 
von der Behandlungszeit 

5 mM EMS-L6sungen kamen bei 22 °C fiir die Dauer 
yon 0, 5 h, 2 h, 6 h, 18 h, 36 h bzw. 54 h auf lufttrockene 
Samen zur Einwirkung. Jeweils nach 18 h wurde die 
L6sung erneuert. Nach AbschluB der Behandlung wurden 
die Samen gespiilt, 3 h bei 22 °C in Aqua dest. nachge- 
quollen und dann auf Erde zur Anzucht von 1Vfl-Pflanzen 
ausgespritzt. Durch Untersuchung von 5 Schoten je 
Pflanze wurden Sterilitittsgrad und die Kennziffern der 
Mutationsfrequenz bestimmt. 

fdberleben und Gr6Be der M1-Pflanzen waren in 
keiner Behandlungsvariante v o n d e r  Kontrolle signi- 
f ikant verschieden. Wie aus Tab. 2 und 3 ersichtlich, 
nahmen Sterilitittsgrad und Mutationsfrequenz mit  
steigender Behandlungsdauer stetig zu. Die Relation 
zwischen dem Sterilit~itsgrad und den verschiedenen 
Kennziffern der Mutationsfrequenz entsprach unge- 
f~ihr der in Versuch 1 ermittel ten Relation. Auch die 
Beziehungen zwischen den beiden Sch~itzwerten der 
mitt leren Anzahl der Mutationen pro Zelle, Mb und 
Me, entsprach den in Versuch 1 gefundenen Ver- 
h~iltnissen. 

Bei einer Behandlungsdauer von 0,5 h ergaben sich 
Werte ftir mb und me, die noch unterhalb der ftir die 
Kontrolle ermittel ten Werte lagen. Wurde dagegen 
die Behandlung auf 54 h ausgedehnt, so wiesen alle 

2Ol M1-Pflanzen in mindestens einer der 5 geprtiften 
Schoten Mutanten auf (m~ = loo%,  m b =  85,6% , 
me ---- 29,0%). 

Zur Beurteilung der tats~ichlichen Effektivit~t  muB 
die w~thrend der Behandlungszeit  erfolgende Hydro-  
lyse der EMS-L6sung berticksichtigt werden. Naeh 
der bei Versuch 4 angegebenen Formel ist zu erwar- 
ten, dab sich bei 22 °C im Verlauf von 18 h 16% des 
EMS zersetzt haben (k2,o = o,oo96/h ), die Konzen- 
t rat ion also auf 4,2 mM abgesunken ist. Dann wurde 
durch Erneuern der L6sung die Konzentrat ion wieder 
auf 5 mM gebracht,  usw. In jedem Zeitintervall yon 
18 h wirkte also von auBen auf die Samen eine Dosis 
von 0,0836 hM ein (berecbnet als Integral  der in 
jedem Zei tmoment  auf die Samen einwirkenden 
Konzentration).  Durch diese AuBendosis wurden 
induziert: im ersten 18 h-Interval l  3,8, im zweiten 
18 h-Interval l  67,5, im dri t ten 18 h-Interval l  122,3 
Mutationen pro lOO Zellen (Mb). Bei Annahme einer 
linearen Dosis-Effekt-Beziehung w~ire aus diesem 
Ergebnis auf eine tiber den ganzen Zei t raum yon 54 h 
fortschreitende Sensibilit~ttserh6hung zu schlieBen. 
Nehmen wir jedoch an, dab die Anzahl der Mutatio- 
nen sich mit dem Quadrat  der Dosis erh6ht, dann 
erhalten wir folgende Relation zwisehen den in den 
drei 18 h-Interval len in den Zellen wirksam werden- 
den Dosen: 1:3,1:2,8 (berechnet aus M~) bzw. 
1:3,4:3,7 (bereehnet aus M~). Das wtirde bedeuten, 
dab im zweiten und dri t ten Interval l  jeweils eine 
dreimal so hohe Dosis in den Zellen wirksam wird wie 
im ersten Intervall ,  was als Folge der verz6gerten 
Aufnahme des EMS durch unvollst~indig gequollene 
Samen (WALLES und AHNSTROM 1965) erkl~irt werden 
kann. 

8 (W): Ein/lu~ des submersen Nachquellens und des 
R~cktrocknens der behandelten Samen 

Die Wirkung eines chemischen Agens in der Zelle 
erstreckt sich tiber zwei Perioden: 1. die zeitlich um- 
grenzte Behandlungsperiode, w~ihrend der sich die 
intrazellul~ire Konzentrat ion des Agens unter  An- 
n~iherung an die AuBenkonzentration fortlaufend 
erh6ht, und 2. die nicht genau abzugrenzende Nach- 
wirkungsperiode, w~ihrend der dutch Reaktion mit  
den Zellbestandteilen, durch Hydrolyse und durch 
Herausdiffundieren die intrazellul~ire Konzentra-  
tion fortlaufend verringert  wird. Die Effektivit~it 
eines Agens sollte daher auch noch w~thrend der 
Nachwirkungsperiode beeinfluBbar sein, und zwar 
um so st~irker, ie ktirzer die Behandlungsperiode war. 

Wir prtiften daher, inwieweit die Effektivit~it einer 
EMS-Behandlung davon abh~ingt, ob 

1. w~ihrend der Nachwirkungsperiode Keimbedin- 
gungen oder die Keimung verhindernde, partiell 
anaerobe Bedingungen herrschen, 

2. die Samen in dieser Periode erh6hten Tempera-  
turen ausgesetzt sind und 

3. die Samen ohne Verringerung ihres Quellungs- 
grades oder erst nach Rticktrocknung und erneutem 
Quellen zum Keimen kommen.  

Samen von Arabidopsis k6nnen mehrere Tage ge- 
quollen unter partiell anaeroben Bedingungen gehal- 
ten werden, ohne Schaden zu erleiden. Dabei gelan- 
gen sie nicht zum Keimen und k6nnen auch unter  
Aufrechterhaltung der Keimf~thigkeit zurtickgetrock- 
net werden (M/3LLER 1965 d). 
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14 h bei 24 °C submers in Aqua dest. vorgequollene 
Samen wurden 1 h bei 36 °C mit 2oo mM EMS behandelt. 
Anschliel3end wurden die behandelten Samen kurz ab- 
gespiilt und in mehrere Varianten unterteilt, die fiir die 
Dauer von oh, l h ,  6h, l i b  bzw. 24h jeweils bei 24 ° 
bzw. 36 °C in Aqua dest. submers nachgequollen wurden. 
Nach Beendigung der Nachquellperiode erfolgte noch- 
reals eine Unterteilung jeder Variante: Ein Teil der 
Samen wurde sofort Keimbedingungen (24 °C, Luftzu- 
tritt) ausgesetzt und in Petrischalen zum Keimwurzeltest 
ausgelegt, der andere Teil wurde zuerst bei 24 °C und 
5o% Luftfeuchtigkeit getrocknet, 6 Tage aufbewahrt und 
dann erst Keimbedingungen ausgesetzt. Als Kontrolle 
dienten jeweils Samen, die den gleichen Vor- und Nach- 
behandlungen wie die mit EMS behandelten Varianten 
ausgesetzt waren und zum gleichen Zeitpunkt unter 
Keimbedingungen kamen. Bestimmt wurden Keimungs- 
rate, Keimungsverz6gerung und relative \VurzellAngen- 
reduktion. 

Tabelle 7 (Versuch 8). Hemmung des Wurzelwachstums in 
Abhiingigkeit vom submersen NachqueUen und yore Riick- 
trocknen der rail E M S  behandelten Samen (Vorquellen: 
14 h bei 24 o; Behandlung: I h bei 36 ° rail 2o0 mM EMS).  

feder Wert steUt das Mittel aus 3 Wiederholungen dar. 

Nachquelldauer 
und -temperatur 

o h  
1 h, 24 ° 
6 h, 24 ° 

11 h, 24 ° 
24 h, 24 ° 

1 h, 360 
6 h, 360 

11 h, 360 
24 h, 360 

"~Vu rzellfingen reduktion (%) 

ohne R(icktrocknung 6 Tage Riicktrocknung 

48 
47 
48 
47 

56 
49 
60 
59 

letal 
letal 
68 
47 
48 

letal 
69 
60 
60 

Die Ergebnisse sind in Tab. 7 zusammengestellt .  
Die Keimungsrate  betrug in allen Varianten, bei 
denen Zahlen fiir die Wurzell~ngenreduktion ange- 
geben sind, 97 bis l oo% und war in keinem Fall von 
der Kontrolle signifikant verschieden. Die Keim- 
verz6gerung entsprach sowohl bei den sofort zum 
Keimen gebrachten Varianten als auch bei den rfick- 
getrockneten Varianten den Werten ftir die relative 
Wurzell~ngenreduktion. (Zum Beispiel war bei 69% 
Wurzell~tngenreduktion die Keimung um fund 21 h 
gegenfiber der Kontrolle verz6gert;  vgl. Abb. 3.). 

Hinsichtlich des Einflusses des Nachquellens 
(ohne Riicktrocknung) ffihrte der Versuch zu fol- 
gendem Ergebnis:  Wurden die behandelten Samen 
nicht unter  Luftzutr i t t  auf feuchtes Fil terpapier 
gegeben, sondern bei gleicher Tempera tur  (24 °C) 
1 h oder l~tnger submers in Wasser gehalten, so ver- 
ringerte sich der Effekt  um einen sehr geringen Be- 
trag. Durch Verl~ngerung der submersen Nachquell- 
periode bis zu 24 h und die dadurch bedingte Ver- 
z6gerung des Keimbeginns um 24 h wurde der Effekt  
nicht beeinfluBt. Erfolgte das submerse Nachquellen 
jedoch bei einer h6heren Tempera tur  (36 °C), so war 
der Effekt sowohl gegentiber der sofort (bei 24 °C) 
zum Keimen gebrachten Variante als auch gegenfiber 
den bei 24 °C nachgequollenen Varianten erh6ht. 
Dieser Temperatureinflul3 war in der ersten Stunde 
nach BehandlungsschluB am ausgepr/~gtesten und 
verringerte sich dann allm~hlich. Durch Verl~ngern 
des Nachquellens bei 36 °C fiber 6 h hinaus konnte 
keine weitere Erh6hung des Effekts erzielt werden. 

Durch das Rficktrocknen wurden die Samen auf 
folgende Weise beeinflul3t: Erfolgte die Rficktrock- 
nung sofort nach Behandlungsschlug oder nach ein- 

sttindigem submersem Quellen (bei 24 ° oder 36 °C), 
so verloren die Samen ihre Keimf~higkeit. Lag jedoch 
zwischen Behandlungsschlul3 und Rticktrocknung 
eine Nachquellperiode yon 6 h oder 1Anger, dann war 
die Keimungsrate normal. Nach 6sttindigem Nach- 
quellen ergab sich zwar noch eine st~rkere Wurzel- 
l~tngenreduktion als ohne Rficktrocknung, nach 
llStfindigem oder l~ngerem Nachquellen wurde 
jedoch die EMS-induzierte Wurzell~ngenreduktion 
durch das Rficktrocknen nicht mehr beeinfluBt. Der 
bei der Rticktrocknung wirksam werdende Faktor  
verringerte sich also im Verlauf der Nachquellperiode, 
und zwar bei 36 °C offensichtlich etwas schneller als 
bei 24 °C. 

Au[3erdem hat  sich gezeigt, dab die sch~digende 
Wirkung des Rticktrocknens auch v o n d e r  Dauer der 
Trocknung abhitngt. Wurden die Samen nicht 
6 Tage, sondern nur einen Tag lang getrocknet,  so 
ergab sich nach 6stfindigem Quellen bei 24 °C anstelle 
yon 68% Wurzell~ngenreduktion nur 55% (ohne 
Rficktrocknung: 47%)- 

Bei unbehandelten Samen beeinflul3t 24stfindiges 
submerses Quellen bei 36 °C und anschlieBendes 
Rticktrocknen weder die Keimung noch das Wurzel- 
wachstum signifikant. Die in Tab. 7 angegebenen 
Werte ffir die relative Wurzell~ingenreduktion sind 
also ausschlie131ich durch die EMS-Behandlung be- 
dingt. 

9 (E):  Einf luf l  des submersen Nachquellens 

In diesem Versuch sollte geprtift werden, ob die 
Mutationsfrequenz in gleicher Weise wie die Wurzel- 
lfingenreduktion (vgl. Versuch 8) yon der Dauer des 
submersen Nachquellens abh~ngig ist. 

Trockene Samen wurden 18 h lang bei 24 °C mit lo mM 
EMS behandelt. AnschlieBend wurden die behandelten 
Samen in drei Varianten geteilt : Die erste Variante wurde 
nur gespiilt und dann sofort an Erde ausgespritzt und zum 
Keimen gebracht. Die beiden anderen Varianten wurden 
vor Gewi~hrung der Keimbedingungen noch 1 h bzw. 
18 h lang bei 24 °C submers in Aqua dest. nachgequollen. 
Nach Anzucht der M1-Pflanzen wurden durch Priifung yon 
5 Schoten je Pflanze der Sterilitittsgrad und die Kenn- 
ziffern der Mutationsfrequenz bestimmt. 

Wie aus den in den Tabellen 2, 3 und 4 dargestell- 
ten Ergebnissen ersichtlich, entsprachen bei jeder 
Variante die Relationen zwischen den verschiedenen 
Kennziffern ftir den genetischen Effekt recht gut 
den im Konzentrat ionsversuch (1 u. 2) gefundenen 
Relationen. Der Effekt war unabh~tngig davon, ob 
nur 1 h oder 18 h nachgequollen wurde. Die sofort 
Keimbedingungen ausgesetzte Variante wies etwas 
h6here Werte ftir die mitt lere Anzahl der rezessiven 
Letalmutat ionen pro Zelle (m~ und me) auf. Aller- 
dings ist die Differenz sowohl gegentiber der 18 h- 
Variante als auch gegenfiber der 1 h-Variante nach 
dem U-Test (zweiseitige Fragestellung) nur bei 
P = 2% signifikant. Hinsiehtlich der mittleren 
Anzahl der Chlorophyllmutationen pro Zelle beste- 
hen keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
drei Varianten. Durch das submerse Nachquellen 
und die dadurch gegebenen partiell anaeroben Be- 
dingungen wird also die Effektivit~t  der EMS- 
Behandlung nicht beeinfluBt. 

1o (E):  Einf luf l  des submersen Nachquellens 

Die im Versuch 9 festgestellte Unabh~tngigkeit der 
Mutationsfrequenz yon der Dauer des submersen 
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Naehquellens wurde unter  noch extremeren Bedin- 
gungen tiberprtift. 16h  bei 36 °C vorgequollene 
Samen wurden i h lang bei 36 °C mit  50 mM EMS 
behandelt  und ansehlieBend 2 h bei 36 °C in Aqua dest. 
submers nachgequollen. Dann wurden die Samen in 
zwei Varianten geteilt: Die erste Variante wurde 
sofort auf Erde ausgespritzt und begann unter  den 
gegebenen Bedingungen (Luftzutrit t ,  hohe Feuchtig- 
keit, 24 °C, Lieht) naeh 4 ° h zu keimen. Die zweite 
Variante blieb noch 46 h bei 24 ° submers in Aqua 
dest. und wurde erst dann auf Erde ausgespritzt. Sie 
begann dementsprechend erst 9 ° h nach AbschluB 
der EMS-Betlandlung zu keimen. In beiden Varian- 
ten wurde nach Anzucht der M1-Pflanzen dutch 
Prfifung yon einer Schote je Pflanze SterilitAtsgrad, 
m~, und m~ best immt.  

Tabelle 8 (Versuch lO). Die durch Behandlung 
vorgequollener Samen mit 50 mM E M S  (I h bei 36 o) 

induzierte Mutations/requenz in A bhiingigkeit yon der Dauer 
des submersen Nachquellens. 

fez. Letalmutaf ionen 
gcprtifte Steril.- insgesamt 

Nachquellen Naehkommen- Grad 
(h) schaften (%) mb (°~o) Mb (.loo) m~ (%)1 m~ (.loo) 

I ' 
2 500 8,0 6 4 , 8  lO4, 4 14,6 15, 7 

48 234 7.3 62,8 98,9 12,9 
U-Test (zweiseitig): mb U -- 22, P ~ IO°~o ; ~nb --  U ~ 21, P > lO°o . 

Wie aus den in Tab. 8 dargestellten Ergebnissen 
ersichtlich, bestehen weder hinsichtlich des Sterili- 
tAtsgrades noch hinsichtlich der mitt leren Anzahl 
der rezessiven Letalmutat ionen bzw. Chlorophyll- 
mutat ionen pro Zelle signifikante Unterschiede 
zwischen beiden Varianten. Somit wird selbst durch 
sehr langes Nachquellen unter  partiell anaeroben 
Bedingungen die Frequenz der EMS-induzierten 
Mutationen nicht nachweisbar beeinflui3t. 

11 (E): Ein/lufl der Temperatur 
wdhrend der Nachquellperiode 

In diesem Versuch sollte geprfift werden, ob die 
Mutationsfrequenz in gleicher Weise wie die Wurzel- 
1Angenreduktion (vgl. Versuch 8) durch erh6hte Tem- 
pera tur  wAhrend der Nachquellperiode beeinfluBt 
wird. 

Trockene Samen wurden 18 h lang bei 22 °C mit 8 mM 
EMS behandelt, dann abgespiilt und 1 h lang bei 22 °C 
in Aqua dest. nachgequollen. Anschliel3end wurden die 
behandelten Samen in 2 Varianten geteilt und jeweils 
noch 24 h submers nachgequollen. Bei der ersten Vari- 
ante betrug die Temperatur w/ihrend dieser Nachquell- 
periode 22 °, bei der zweiten Variante 4 ° °C. Nach An- 
zucht der Mi-Pflanzen wurden durch Prtifung von 5 Scho- 
ten je Pflanze der Sterilitittsgrad und die Kennziffern der 
Mutationsfrequenz bestimrnt. 

Wie aus den in Tabellen 2, 3 und 4 dargestellten 
Ergebnissen ersichtlich, entsprachen bei jeder Vari- 
ante die Relationen zwischen den verschiedenen 
Kennziffern ftir den genetischen Effekt  recht gut den 
im Konzentrat ionsversuch (1, 2) gefundenen Rela- 
tionen. Die Differenzen zwischen den Ergebnissen 
der beiden Varianten sind statistisch gut gesichert: 
sowohl ftir die Werte von mb bzw. m, als auch fiir die 
Werte von m~ bzw. m', ergibt sich nach dem U-Test 
(zweiseitige Fragestellung) P ~ 0,20/0 . Durch Er- 
h6hung der Tempera tur  wAhrend der Nachquell- 
periode von 22 ° auf 4 ° °C erh6hte sich also die mit t -  
lere Anzahl der rezessiven Letalmutat ionen pro Zelle 
um den Faktor  2,2. 

rez. Chlorophyll- 
muta t ionen 

Bei der Beurteilung dieses Befundes ist zu beach- 
ten, dab die Temperaturerh6hung erst i h nach 
Beendigung der EMS-Einwirkung erfolgte. Der 
TemperatureinfluB kann also nur Prozesse betreffen, 
die nach diesem Zei tpunkt  noch ablaufen, also ent- 
weder die Umsetzung des noch in der Zelle verbliebe- 
nen EMS oder einen weiteren Reaktionsschri t t  in der 
zur stabilen Mutation ftihrenden Reaktionskette.  

13,8 

D i s k u s s i o n  

Quantitative Beziehungen 
zwischen verschiedenen EMS-E/ /ek ten 

Die Ergebnisse der Konzentrat ionsversuche (1, 2 
und 3) vermit teln ftir alle untersuchten Effekte eine 
vollstAndige (3bersicht tiber den konzentrations- 

abhAngigen Anstieg bis zu den gerade noch 
erfaBbaren Maximalwerten. Die quanti- 
ta t iven Beziehungen zwischen den wichtig- 
sten Effekten sind in Abb. 1 zusammen- 
fassend dargestellt. Durch Vergleich der 
Ergebnisse aller Versuche wird deutlieh, dab 
die Relationen zwischen den einzelnen 
Effekten yon Anderungen der Behandlungs- 
bedingungen praktisch unbeeinfluBt bleiben. 
Das gilt zumindest ftir folgende Bedingun- 
gen : 

1. Quellungszustand der Samen, 
2. Dauer der EMS-Behandlung, 
3. Dauer der submersen Nachquellperiode, 
4. Behandlungstemperatur ,  
5. Nachquell temperatur.  
Eine bes t immte Chlorophyllmutationsfrequenz wird 
also bei beliebiger Variation dieser Bedingungen 
stets von einer bes t immten Frequenz der embryona-  
len Letalmutat ionen,  einem bes t immten SterilitAts- 
grad und einer bes t immten Keimverz6gerung und 
Wachs tumshemmung der PrimArwurzeln begleitet. 

Nattirlich ware gerade der Nachweis einer differen- 
tiellen Beeinflussung verschiedener EMS-Effekte von 
besonderem Interesse, weil dadurch Aufschltisse tiber 
den Ents tehungsmechanismus der einzelnen Effekte 
gewonnen werden k6nnten. WAre z .B .  bei sehr 
kurzer Behandlungsdauer die Mutationsfrequenz 
relativ zur WurzelKtngenreduktion geringer gewesen 
als bei langer Behandlungsdauer,  so hAtte daraus auf 
ein KonzentrationsgefAlle im Samen geschlossen wet- 
den k6nnen. Derartige Unterschiede treten beispiels. 
weise bei Behandlung von Gersten-Samen mit  Di- 
Athylsulfat auf (NILAN et al. 1964). (Faktoren, die 
allein bereits toxiseh wirken, wie z. B. hohe Konzen- 
trat ionen an MethansulfonsAure oder sehr lange sub- 
merse Nachquellperioden, sind nattirlich in diesem 
Zusammenhang ohne Bedeutung.) 

Die hier ftir EMS ermit tel ten Relationen zwisehen 
den verschiedenen Kennziffern ftir die Leta lmuta-  
tionsfrequenz gelten im Rahmen der m6glichen 
Zufallsschwankungen auch ftir alle bisher gentigend 
genau untersuchten chemischen Mutagene, z. B. ffir 
N-Nitrose-N-methylharnstoff  (MOLLER 1964a), ver- 
schiedene andere Nitrosamide (MOLLER 1965b und 
unver6ffentlicht) oder Tri-2-chlorAthylamin (MOLLER 
1966a ). Nach Einwirkung von R6ntgenstrahlen 
werden abweichende Relationen gefunden, weil in 
diesem Fall mit  steigender Dosis 1. sich die mitt lere 
Sektorengr6Be erh6ht und 2. es zu einer relativ star-  



Vol. 36, Nr. 5 Induktion yon rezessiven Letalnmtationen 213 

keren Zunahme der Sterilit~it und damit verbunden 
auch zu einer Erh6hung des relativen Anteils von 
frtihembryonal letalen Mutationen kommt (MULLER 
~965b). 

Hinsichtlich der Beziehungen zwischen Mutations- 
frequenz und Hemmung des Wurzelwachstums unter- 
scheidet sich EMS nicht nur von R6ntgenstrahlen, 
sondern auch von anderen ehemischen Agenzien 
(s. Absehnitt , ,Hemmung des Wurzelwachstums"). 
Von praktischer Bedeutung ist in diesem Zusammen- 
hang, dal3 nach Einwirkung yon EMS auf Arabidopsis- 
Samen die somatische Sch~tdigung der M1-Pflanzen so 
geringist, dab sie in keinem Fall der Steigerung der Mu- 
tationsfrequenz Grenzen setzt. Begrenzender Faktor  
ist allein die Sterilit~it (haplophasische Letalit~it). 
Die mutagene Effizienz yon EMS wird also durch die 
Relation ,,Mutationsfrequenz zu Sterilit~it" bestimmt 
und k6nnte daher nur durch Faktoren, die diese 
Relation zu beeinflussen vermSgen, weiter erh6ht 
werden. 

Analyse der Genauigkeit der Schi~'tzwerte 
/i~r die Anzahl der rezessiven Letalmutationen 

Dosis-Effekt-Beziehungen k6nnen nur dann Auf- 
sehlul3 tiber den Wirkungsmechanismus eines muta- 
genen Agens geben, wenn einerseits die tats~tchlich 
in den Zellen des Sprol3meristems zur Wirkung kom- 
mende Dosis und andererseits die tats~ichlich ent- 
stehende Anzahl yon Mutationen bestimmbar sind. 
Da bei chemisehen Agenzien die effektive Dosis von 
sehr vielen Faktoren abh~ingt und nur sehr bed ing t  
aus der yon aul3en applizierten Dosis erschlossen 
werden kann, besteht in diesem Fall eine besondere 
Notwendigkeit far die genaue Definition des Effekts. 
Die Beurteilung der vorliegenden Versuchsergebnisse 
hat daher mit der Analyse der den ,,Effekt" besehrei- 
benden Kennziffern zu beginnen. Es ist zu kl~iren, 
inwieweit aus diesen Kennziffern die Anzahl der 
Mutationen, die naeh Absehlul3 der zur Entstehung 
stabiler Mutationen ftihrenden Prozesse im Sprol3- 
meristem vorliegen, erschlossen werden kann. 

Definition der rezessiven Letalmutationen: Durch  
das angewandte Untersuchungsverfahren (Embryo- 
nentest) wird aus der Gesamtheit der entstehenden 
Mutationen eine bestimmte Fraktion ausgew~thlt. 
Diese Fraktion ist auf folgende Weise definiert 
(MULLER 1963) : 

Es handelt sich um Mutationen, die rezessiv sind, d. h., 
die die M1-Diplophase im heterozygoten Zustand ohne 
aufffillige oder gar letale VVirkung passieren k6nnen, in 
der anschliel3enden Haplophase zumindest nicht voll- 
stiindig letal wirken und nach Selbstbefruchtung zum 
Auftreten von solchen M2-Individuen (Mutanten) fiihren, 
die im Embryonenstadium einen deutlich yon der Norm 
abweichenden Ph~inotyp zeigen. Derartige Individuen 
haben sich fast ausschlieBlich als im Embryonal- oder 
Keimlingsstadium absterbend erwiesen; die erfaBbaren 
Mutationen stellen also rezessive Letalmutationen dar. 
Sie zeigen teilweise normale 3: 1-Spaltung, teilweise aber 
abweichende Spaltungsverh~iltnisse (vorwiegend Rezessi- 
vendefizit). DaB es sich zumindest teilweise um Chromo- 
somenaberrationen (insbesondere kleinere Deletionen) 
handelt, kann als sicher gelten. Welchen Anteil echte 
Punktmutationen (intragenische Ver~inderungen) an den 
induzierten rezessiven Letalmutationen bei Arabidopsis 
haben, ist unbekannt. 

Die erfaBbare Fraktion ist also auf zweifache Weise 
abgegrenzt : Einerseits durch phtinotypische Kriterien, 
andererseits durch die F~thigkeit der Mutationen, 

M1-Diplophase und M1-Haplophase passieren zu 
k6nnen. 

Mutationsfrequenz in den SporenmutterzeUen: 
Mutationen, die sich im heterozygoten Zustand ttir 
die betroffene Meristemzelle nachteilig auswirken, 
werden im Verlauf der Entwicklung der M1-Pflanzen 
aus dem Sprol3meristem herausgefiltert. Dieser 
Prozel3 ist unter den angewandten Aufzuchtbedin- 
gungen (sprite Bliihinduktion!) offensichtlich bereits 
vor der Bildung der Infloreszenzprimordien abge- 
schlossen. Es konnte gezeigt werden, dal3 die in der 
M2-Generation nachweisbaren Mutationen in der 
Regel keiner intrasomatischen (diplontischen) Selek- 
tion unterliegen (M/3LLER 1965a). Zellen, die hetero- 
zygot rezessive Letahnutationen enthalten, haben also 
keine geringere Uberlebenswahrscheinlichkeit als 
nicht-mutierte Zellen. 

Diese Feststellung braucht allerdings nicht mehr streng 
giiltig zu sein, wenn die Mutationsfrequenz sehr hohe 
Werte erreicht, da in diesem Fall m6glicherweise auch 
solche Mutationen, die normalerweise der intrasomati- 
schen Selektion unterliegen, infolge mangelnder Konkur- 
renz die Mt-Diplophase und eventuell auch die anschlie- 
13ende Haplophase passieren k6nnen und dann gleiehfalls 
als rezessive Letalmutationen in Erscheinung treten. 
Diese Erweiterung der erfal3baren Fraktion sollte aber zu 
einer Erh6hung des relativen Anteils an friihletalen Mu- 
tationen ftihren und diirfte sich kaum auf die Frequenz 
der Chlorophylhnutationen auswirken. Da eine Zunahme 
des relativen Anteils an friihletalen Mutationen im vor- 
liegenden Material nicht nachzuweisen ist, erscheint eine 
Erweiterung der erfal3baren Fraktion unwahrscheinlich. 

Fiir eine geniigend grol3e Population von M1-Pflan- 
zen ist also die relative Httufigkeit von mutierten 
(d. h. rezessive Letalmutationen enthaltenden) Spo- 
renmutterzellen (m) gleich der relativen Httufigkeit 
der mutierten Zellen im Sproflmeristem nach Ab- 
schlufl der Mutageneseprozesse. Da mit steigenden 
Werten ftir m in zunehmendem Mage zwei und mehr 
Mutationen pro Zelle auftreten, bringt m allerdings 
nicht die Anzahl der Mutationen zum Ausdruck. Bei 
zuf~illiger Verteilung der Mutationen auf die Zellen 
(Poisson-Verteilung) ist die mittlere Anzahl der 
rezessiven Letalmutationen pro Sporenmutterzelle 
vielmehr 

M ---- -- In ( 1  - -  l i t )  . 

Frequenz spaltender Schotennaehkommenschaf- 
ten: Das Auftreten von Mutanten in der M1-Nachkom- 
menschaft einer selbstbefruchteten Bliite lfigt den 
Sehlug zu, dab die Sporenmutterzellen dieser Bliite 
mutiert sind, also von einer mutierten Meristem- 
zelle abstammen. Unter der Voraussetzung, dab 
innerhalb einer Bliite alle Sporenmutterzellen (PMZ 
u n d  EMZ) genetisch homogen sind (d. h. entweder 
alle die gleiche Mutation oder alle keine Mutation 
enthalten), mug also fiir eine geniigend grol3e Popu- 
lation von M1-Pflanzen die ,,relative Htiufigkeit der 
spaltenden Schotennachkommenschaften" (my) gleich 
der ,,relativen H~iufigkeit der mutierten Sporen- 
mutterzellen" (m) sein. Dementsprechend ist Mb = 
- - I n  ( 1 -  m~) gleich der mittleren Anzahl der 
Mutation pro Zelle. 

Die Gleiehung m --~ mo bzw. M = Mt gilt aber nur, 
solange die Schotennachkommenschaften sehr groB 
sind: Je kleiner die Nachkommenschaften, um so 
gr6Ber ist die Wahrscheinliehkeit, dab sie trotz mu- 
tierter Sporenmutterzellen keine Mutanten aufwei- 
sen, also als ,,nicht spaltend" klassifiziert werden. 
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Die ftir einen bestimmten Wert von m zu erwartenden 
Werte ftir mo k6nnen bei bekannter  Nachkommen- 
schaftsgr613e und bekannter spezifischer Rezessiven- 
frequenz / berechnet werden (MOLLER 1967). 
Beispielsweise ist ftir m = 0,5 bei / =  0,2 und 
3oEmbryonen  je Nachkommenschaft mb = 0,498, 
bei lO Embryonen je Nachkommenschaft mb =-- 0,461 
zU erwarten. Solange also jede Schotennachkommen- 
schaft aus 30 Embryonen besteht, kann m praktiseh 
gleich mo gesetzt werden; mit zunehmender Sterilit~tt 
wird m (bzw. M) in steigendem MaBe durch m~ (bzw. 
Mb) unterschtitzt. 

Frequenz der M~-Mutanten: Von der Nachkommen- 
schaftsgrSBe unbeeinfluBt ist dagegen die Mutanten- 
frequenz me, wie zuerst yon GAUL (1957) gezeigt 
wurde. Diese kann auf Grund der folgenden Formeln 
zur Schtttzung von m bzw. M verwendet werden 
(MOLLER 1967): 

m ~ =  1 - 0 - m ) I  
IlZ c : 1 - -  exp (-- / M )  
M = -- in (1 -- m~)//. 

Als Voraussetzungen ffir die Gtiltigkeit dieser For- 
meln sind insbesondere zu nennen: 
1. Die Sporenmutterzellen jeder Bltite mtissen gene- 

tisch homogen sein. 
2. Die Verteilung der Mutationen auf die Meristem- 

zellen mul3 einer Poisson-Verteilflng folgen. 
3. Zwischen den in einer Zelle auftretenden Mutatio- 

nen darf keine Kopplung bestehen. 
Welche Abweichungen infolge Nichterftillung dieser 
Voraussetzungen auftreten, ist im folgenden zu unter- 
suchen. 

Die Anwendbarkeit der genannten Formeln h~tngt 
aul3erdem davon ab, ob / ,  also das Mittel der spezifi- 
schen Rezessivenfrequenzen aller Mutationen, be- 
kannt  ist. Das ist a priori nicht der Fall. In einer 
repdisentativen Stichprobe von 60 r6ntgeninduzier- 
ten Mutationen wurde zwar / =  o,21 bestimmt 
(MOLLER 1963), doch handelt es sich hierbei um einen 
Wert, der 1. ein notwendigerweise ungenaues Stich- 
probenergebnis darstellt und 2. bei Anwendung 
anderer Mutagene nicht unbedingt gtiltig zu sein 
braucht. Wir setzen daher willktirlieh / = 0,2 und 
haben zu prtifen, inwieweit m durch den sich auf diese 
Weise ergebenden Ausdruck M~ = 5 in (1 -- m,) 
richtig gescMtzt wird. 

Ausscha l tung  des Einf lusses  der N a c h k o m m e n -  
schaftsgr6Be: Um zu kl~iren, durch welche Faktoren 
die aus Tab. 3 ersichtliche Nichttibereinstimmung 
zwischen Mb und M, (bzw. M; und M~) bedingt ist, 
wurde zuerst der dureh die abnehmende Nachkom- 
menschaftsgr6Be verursaehte Fehler bei Mb aus- 
geschaltet. Ftir alle in Tab. 3 aufgeftihrten Versuchs- 
serien wurde zu diesem Zweck eine Neuberechnung 
von mb und m~ unter ausschliel31icher Berticksichti- 
gung der 30 Embryonen enthaltenden Nachkommen- 
schaften vorgenommen. Aus den dabei ermittelten 
Werten wurden die Quotienten 

__ in (1 -- m)e mc und c 
m b - -  i n  (1 - -  rob) 

gebildet, die in Abb. 4 und Abb. 5 dargestellt sin& 
Da Mb = M~ ist, wenn sieh ftir c der Wert o,2 und far 
m~/mb der Wert 

?/t/e 

1 ....... (1. - -  fftc) 5 

J. M U L L E R :  Zi~chter / Genet. Breed. Res. 

ergibt, kann aus Abb. 4 und Abb. 5 unmittelbar 
abgelesen werden, inwieweit M~ und Mo tibereinstim- 
m e n .  

DaB sich die Werte ftir me/m~ mit steigenden Wer- 
ten ftir m, (bzw. rob) erh6hen, ist durch die Zunahme 
von multifaktoriell spaltenden Nachkommenschaften 
bedingt: Die Befunde stimmen in dieser Hinsieht 
recht gut mit den bei Vorliegen einer Poisson-Ver- 
teilung zu erwartenden Werten tiberein. Eine durch 
Inhomogenit/it des behandelten Materials bedingte 
Abweichung v o n d e r  Poisson-Verteilung h~tte dazu 
ftihren mtissen, dab die gefundenen Werte far m~/,m~ 
mit steigender Mutationsfrequenz zunehmend gr613er 
werden als die in Abb. 4 und Abb. 5 eingetragenen 
theoretischen Werte ftir m d m  ~ (MOLLER 1967). 
Das ist jedoch nicht der Fall. Line durch Inhomo- 
genit~it bedingte Abweichung v o n d e r  Poisson-Ver- 
teilung kann also fiir die vorliegenden Ergebnisse als 
generelles Ph~tnomen ausgeschlossen werden. Ob in 
Einzelfiillen eine gewisse Inhomogenitiit vorliegt, 
kann auf diesem Wege allerdings nicht entschieden 
werden. 

Schliel31ich wurden in die Abbildungen 4 und 5 
auch noch die Werte ftir mJmv und ftir c eingetragen, 
d;e durch Auswertung der vollst~indigen Versuchs- 
serie (mit partiell sterilen Schoten) gewonnen wur- 
den (vgl. Tab. 3) -Man erkennt, dab diese Werte 
erwartungsgem~tl3 um so st~irker von den bei Be- 
schdtnkung auf grol3e Nachkommenschaften ermit- 
telten Werten abweichen, je h6her der Sterilit~itsgrad 
ist .  

J 
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/ 
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e'=o,2 
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Abb. 4- Beziehung zwischen der  re la t iven  HSufigkei t  dec Chlorophylhnutan ten  
in den spal tenden Schotennachkommenschaf tcn (me/m£) und  der re la t iven HSufig- 
kcit  der Chlorophylhnutanten  in  allei1 geprtif ten Schotennachkommcnschaf tcn  

(mc), (vgL Tab. 3). 

,,~ I,: ( .... ~) 
• = ~ ; • -- c' In (: m£) (sofer ...... mc/,n ~ ab,vcichend) 

und  O -- die entsprechenden Wer te  ffir den Fall ,  dab alle (also auch ldeine) 
Schotennachkommenschaf ten bert icksichtigt  werden. (Nur angcgeben, wenn yon 

den Wer ten  fiir groBe Nachkommenschaf ten  abweichend.) 

Sch~itzgenauigkeit  ffir die Chlorophyl lmutat ionen:  
Aus den in Abb. 4 dargestellten Daten ergibt sieh 
folgendes: Die Beziehung zwischen M~ und M'c wird 
nach Ausschaltung des Einflusses der Nachkommen- 
schaftsgr6Be auf m~ (bzw. M~) von der H6he der 
Mutationsfrequenz nicht mehr nachweisbar beein- 
fluBt. Im Mittel ist Me = 1,o4 • M~. Folglich ist M~ 
auch dem gesuchten Wert M' proportional, stellt 
also einen guten Sch~itzwert fiir die mittlere Anzahl 
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der Chlorophyllmutationen pro Zelle dar. Mb ergibt 
dagegen nur dann zu M' proportionale Werte, wenn 
der Effekt der Nachkommenschaftsgr613e vernach- 
l~issigt werden kann (also ungef~ihr bis zu einem 
Sterilit~ttsgrad yon 15%). 

Der absolute Wert  der Relation M'/M'c h~ingt da- 
von ab, mit welcher H~iufigkeit genetisch heterogene 
Bltiten auftreten. Obwohl genaue Zahlenwerte nicht 
ermittelt  werden k6nnen, l~iBt sieh doch zeigen, dab 
wir mit einem gewissen Prozentsatz derartiger Blfi- 
ten rechnen mtissen (M(~LLER, in Vorbereitung). 
Folglich muB c' ~ / '  und M; > M" sein. Somit ist 
auch M~ ~ M'. Das Ausmal3 dieser Ubersch~ttzung 
von M' durch MS dtirfte allerdings nur gering sein, 
wei l / '  nicht wesentlich gr6Ber sein kann als die hier 
ftir c" ermittelten Werte. Au6erdem ist es v o n d e r  
H6he der Mutationsfrequenz praktisch unabh~tngig, 
da die H~iufigkeit genetisch heterogener Bltiten eine 
Funktion der mittleren Gr613e der mutierten Sekto- 
ren ist, die wiederum bei Anwendung chemischer 
Mutagene v o n d e r  H6he der Mutationsfrequenz weit- 
gehend unbeeinflul3t bleibt (M~LLER 1965b ). Eine 
Verzerrung der Dosis-Effekt-Beziehungen ist somit 
infolge dieser Art der Fehlsch~tzung nicht zu er- 
warren. 

Sch/itzgenauigkeit  ffir die Gesamtheit  der rezessi- 
yen Leta lmutat ionen:  Da die Frequenz der rezessiven 
Letalmutat ionen wesentlich h6here Werte erreichen 
kann als die Frequenz der Chlorophyllmutationen 
und folglich die Verteilung der Mutationen auf die 
Zellen zu einem entscheidenden Faktor  wird, ist 
in diesem Fall die Situation wesentlich komplizier- 
ter. Aus den in Abb. 5 dargestellten Daten ergibt 
sich folgendes : 

Bei kleinen Mutationsfrequenzen ist praktisch 
Mb = M e . In dem Mal3e, wie sich die Mutations- 
frequenz und folglieh auch die H~tufigkeit multifak- 
toriell spaltender Nachkommenschaften erh6ht, wird 
in zunehmendem Mal3e Mb ~ Mc (z. B. Mb = 1,69 
und Mc = 1,44). Diese Tendenz besteht unabh~ingig 
davon, ob der Einflul3 der Nachkommenschaftsgr613e 
auf mb (bzw. Mb) ausgeschaltet wird oder nicht, ist 
aber erwartungsgem~iB nach Ausschaltung dieses 
Einflusses (also bei korrekter Bestimmung von m~) 
st~irker ausgepr~igt. Korrekte Bestimmung von mb 
vorausgesetzt, kann dieser Tatbestand zwei alter- 
native Konsequenzen haben (MOLLER 1967): 

a) Er  kann bedeuten, dab M durch Mb richtig 
gesch~itzt und folglich durch M, untersch~itzt wird. 
Das w~tre dann der Fall, wenn zwar die Verteilung 
der Mutationen einer Poisson-Verteilung streng folgt, 
aber Kopplung zwischen den in einer Zelle auftreten- 
den Mutationen und/oder eine mit steigender Muta- 
tionsfrequenz erfolgende Verringerung v o n /  zur Ab- 
nahme yon c fiihrt. 

b) Er  kann auch bedeuten, dal3 M durch My tiber- 
sch~itzt wird. Das w~ire dann der Fall, wenn multifak- 
toriell spaltende Nachkommensehaften seltener sind 
als bei Annahme einer Poisson-Verteilung zu erwar- 
ten. 

Eine eindeutige Entscheidung zwischen beidenAlter- 
nativen ist -- wie im folgenden gezeigt wird -- nicht 
m6glich. Wir k6nnen aber versuchen, den Unsicher- 
heitsbereich m6glichst genau abzugrenzen. 

Kann M ~ Mo sein ? Das w~ire prinzipiell m6g- 
lich, 1. wenn mit steigender Mutationsfrequenz / 
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Abb. 5. Beziehung zwischen der relativen H.iuligkeit der Mutanten in den spal- 
tender Schotennachkommenschaften (me/rob) und der relativen H~ufigkeit der 

Mutanten in allen gepriiften Schotennachkommenschaften (me) (vgl. Tab. 3). 

me In (1 -- me) (sofcrn yon me/rob abwcichend) • - - ~ ;  • - c  1~(1 m~) 
A und © -- die entsprechenden Werte ffir den Fall, dab alle (also auch kleinc) 
Schotcnnachkommcnschaften berficksichtigt wurden. (Nur angegeben, wenn von 

dcn Wcrten ffir groBc Nachkommensehaftcn abweichend.) 

gr6Ber wfirde, d. h., wenn sich der Anteil von Muta- 
tionen mit tiberdurchschnittlicher Rezessivenfre- 
quenz erh6hte, oder 2. wenn multifaktoriell spaltende 
Nachkommenschaften seltener sind als bei Annahme 
einer Poisson-Verteilung zu erwarten. Eine Ver- 
gr613erung v o n /  mtil3te sich durch eine Verschiebung 
in der H/iufigkeitsverteilung der Mutantentypen zu 
erkennen geben, da eine gewisse Korrelation zwischen 
Ph~inotyp und spezifischer Rezessivenfrequenz be- 
steht (Mf3LLER 1963). Wir h/itten eine Zunahme des 
Anteils von murca-Typen und/oder Chlorophyll- 
mutationen zu erwarten. Wie aus Tab. 4 ersichtlich, 
ist das jedoch nicht der Fall. Eine Erh6hung der 
mittleren Rezessivenfreciuenz / braucht also nicht in 
Betracht  gezogen zu werden. Das Ausmal3 der m6g- 
lichen Abweichungen von der Poisson-Verteilung kann 
aus der Relation zwischen mcund me~rob (---- relative 
H~iufigkeit der Mutanten in den spaltenden Schoten- 
nachkommenschaften) gesch~itzt werden (Abb. 5). 
Dabei zeigt sich, dab selbst bei Annahme eines kon- 
stanten Wertes ftir c (c = 0,2) die bei Vorliegen einer 
Poisson-Verteilung zu erwartenden Werte nur um 
einen relativ geringen Betrag gr613er sind als die tat-  
s~ichlich gefundenen Werte. Das bedeutet,  dab die 
im Extremfall  m6glichen Abweichungen von der 
Poisson-Verteilung zwar gro8 genug sind, um eine mit 
steigender Mutationsfrequenz zunehmende Unter- 
sch/itzung von M durch Mb zu bedingen, aber nicht 
ausreichen, um (zumindest ffir Werte yon mc < 0,3o 
bzw. Me ~ 1,75) zu einer Untersch/itzung yon M 
durch Mc zu ffihren. Daraus folgt, dab in einem rela- 
t iv weiten Bereich (etwa bis zu Mc = 1,75) mit Sicher- 
heit ausgeschlossen ist, dab M < Mcist.  

Kann M ~ Mc sein? Das liegt im Bereich der 
M6glichkeiten, da mit steigender Mutationsfrequenz 
der Anteil multifaktoriell spaltender Nachkommen- 
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schaften st~indig gr6Ber wird und somit der Einflul3 
der Kopplung zwischen einzelnen Mutationen in 
zunehmendem Mal3e an Bedeutung gewinnt. Dem- 
zufolge ist zu erwarten, dab mit  steigender Mutations- 
frequenz (bei kons tan tem ]) die Werte ftir c kleiner 
werden (MOLLER 1967). Da allerdings das Ausmal3 
dieses Kopplungseffekts nicht genau berechnet wer- 
den kann, l~iBt sich nicht entscheiden, ob die Diffe- 
renz zwisehen den bei Annahme von c = 0,2 und 
Poisson-Verteilung zu erwartenden und den ta t -  
sfichlich gefundenen Werten far  m,/mb ausschlieglich 
dutch Verringerung von c o d e r  auch durch die oben 
diskutierte Abweichung yon der Poisson-Verteilung 
bedingt ist. Somit ist zwar wahrscheinlich, dab mit  
steigender Mutationsfrequenz M > M, wird, aber 
doch nicht eindeutig beweisbar. 

Kann M % M~ sein ? Sofern mo keiner Fehlsch~it- 
zung durch verringerte Nachkommenschaftsgr613e 
unterliegt, w~ire das praktisch nur dann m6glich, 
wenn infolge Inhomogenit~it des Materials der Anteil 
multifaktoriell  spaltender Nachkommenschaf ten gr6- 
13er ist als bei Annahme einer Poisson-Verteilung zu 
erwarten. Das ist in vorliegendem Material offensicht- 
lich nicht der Fall (s. o.), kann aber bei sehr hohen 
Werten ftir mo bzw. Mb (etwa fiir mb > 0,9) leicht 
Bedeutung erlangen. Problematisch ist allerdings die 
Ausschaltung des Einflusses der Nachkommen- 
schaftsgr6ge. Wie aus Abb. 5 ersichtlich, fiihrt die 
Beschr~inkung auf grol3e Nachkommenschaf ten mit  
zunehmender Sterilit~it dazu, dab sich ftir m~ (bzw. 
ftir M,) kleinere Werte ergeben als bei Auswertung 
der vollst/indigen Versuchsserie. Das erkl~rt sich aus 
der Tatsache, dal3 ein Teil der embryonalen Letal- 
mutat ionen gleichzeitig auch einen verringerten 
Samenansatz  bedingt, also aueh haplophasisch letal 
wirkt (MOLLER 1965f ). Durch Beschrfinkung auf 
groge Nachkommenschaf ten erfolgt also eine Selek- 
tion zuungunsten dieses Mutat ionstyps und folglich 
eine Unterschtttzung der tats~ichlichen Mutations- 
frequenz. Soll also bei verminderter  Nachkommen-  
schaftsgr6Be ein korrekter  Wert  ftir mb bes t immt wer- 
den, so mug das Material in Fertilit~itsklassen geglie- 
deft,  ftir jede Klasse m~ berechnet und die Fehl- 
sch~itzung rechnerisch ausgeglichen werden. 

\Venn Sterilit~it und embryonale Letalit~it nicht un- 
abh~ingig voneinander sind, dann ist es offensichtlich auch 
nicht gleichgtiltig, ob m e das gewogene oder das unge- 
wogene Mittel der Mutantenfrequenzen aller Schoten- 
nachkommenschaften darstellt. Um diesen Effekt der 
Nachkommenschaftsgr6Be auszuschalten, wird daher me 
stets als ungewogenes Mittel berechnet. Die Berechnung 
als gewogenes Mittel wtirde mit zunehmender Sterilitiit 
zu kleineren Werten fiir me und folglich zu einer Unter- 
sch~itzung yon M durch Me fiihren. 

Zusammenfassend l~Bt sich feststellen: M wird 
bei kleinen Mutationsfrequenzen durch M~ bzw. 
durch Mb korrekt  gesch~itzt. Mit steigender Muta- 
tionsfrequenz l~iBt sich infolge der Zunahme von 
multifaktoriell  spaltenden Nachkommenschaf ten und 
der Verringerung der Fertilit~it die Sch~itzgenauig- 
keit nicht mehr mit  gleicher Sicherheit beurteilen. 
Sicher ist nur, dab M nicht kleiner als M, und nicht 
gr6Ber als Mb (korrigierter Wert) ist. Bei sehr hohen 
Mutationsfrequenzen (etwa m~ > 0,90 bzw. Mb 
2,30) bzw. bei hohem Sterilit~itsgrad (etwa s ~ 40%) 
gilt aueh diese Abgrenzung nur noeh n~iherungs- 
weise. 

Beispie l :  Bei  V e r s u c h  2, 20 m M - V a r i a n t c ,  w u r d c  ge- 
f u n d e n  (Tab.  3): mc ~ 0,30, s o m i t  M e -  --  5 ' I n ( 1  -- 
0,30 ) ~ 1,75; m e --  0,86; s --  35%.  D u t c h  r e c h n e r i s c h c  
K o r r e k t u r  der  F e h l s c h A t z u n g  infolge  v e r m i n d e r t e r  N a c h -  
kommenschaftsgr6Be ergibt sich mb -- 0,87, son, it M b  ~- 
-- In (1 -- 0,87) = 2,04 . Der gesuchte Wert M liegt also 
z wi schen  1,75 u n d  2,04. 

Bei  d e n  v o r s t e h e n d e n  U b e r l e g u n g e n  w u r d e  das  Auf -  
treten genetisch heterogener Bliiten der Einfachheit 
halber auBer Betracht gelassen. Da derartige Bliiten 
stets auftreten, muB damit gerechnet werden, da[3 c < / 
ist und dab M b und Mc generell den tats~tchlichen \Vert 
yon M etwas iiberrepr~sentieren. Da diese Abweichung 
unabhAngig vonder  H6he der Mutationsfrequenz ist und 
Chlorophyllmutationen und embryonale Letalmutatio- 
nen im gleichen Mai3e betrifft, braucht sie jedoch bei der 
Beurteilung von Dosis-Effekt-Kurven nicht beriicksich- 
tigt zu werden. 

Frequenz der spaltenden Pflanzennachkommen- 
schaften (m,~): Dieses MaB des Effekts wird yon der 
Gr6Be der mutier ten Sektoren beeinflul3t und kann 
daher keinen direkten AufschluB fiber die Anzahl der 
Mutationen geben. Der Ausdruck -- in (1 --  m~,) 
sollte zwar M ungef~thr proportional sein (M/3LLE~ 
1967), doch zeigen die in Tab. 3 angegebenen Werte 
ftir den Quotienten b, dab der Proportionali t i i tsfaktor 
in relativ weiten Grenzen sehwankt,  was wiederum 
Ausdruck ftir die Variabilit/it der mit t leren Gr6Be 
der mutier ten Sektoren ist. Das getrennte Aus- 
werten der Schotennachkommenschaften ftihrt also 
stets zu korrekteren Ergebnissen als die Zusammen-  
fassung mehrerer  Schotennachkommenschaften zu 
einer , ,Pf lanzennaehkommenschaft" .  

Mechanismus der Mutationsausl6sung 

Beziehungen zwischen EMS-Behandlung und 
Keimbeginn: Submers quellende Samen von A rabid@- 
sis verbleiben nach Erreichen des maximalen Quel- 
lungsgrades in einem Zustand begrenzter Stoffwech- 
selaktivit~it und kommen erst nach O2-Zutritt zum 
Keimen (Mf3LLER a965c ). Die Mutationsausl6sung 
wird also unter  den hier angewandten Behandlungs- 
bedingungen dutch Einwirkung des EMS auf nicht- 
replizierende Chromosomen eingeleitet. DaB unter 
diesen Bedingungen tats~chlich eine Alkylierung der 
DNA erfolgt, ist durch Versuche mit  t r i t iummar-  
kier tem EMS bewiesen (WALLES und AHNSTRi~M 
1965). Da die DNA-Replikat ion bzw. Chromosomen- 
reduplikation Voraussetzung ffir die Stabilisierung der 
Mutationen ist, ergibt sich die Frage, ob die Muta- 
tionsfrequenz yon der L~nge der Periode zwischen 
EMS-Behandlung und Keimung bzw. von den w~th- 
rend dieser Periode herrschenden Bedingungen ab- 
h~tngig ist. 

Die vorliegenden Ergebnisse (Versuche 9 und lO) 
beweisen, dab ein HinauszOgern des Keimbeginns und 
damit  auch der DNA-Replikat ion um 2 Tage weder 
auf die Frequenz der Chlorophyllmutationen noch 
auf die Frequenz der embryonalen Leta lmutat ionen 
oder auf die Sterilit~tt einen nachweisbaren EinfluB 
austibt. EMS verh~tlt sich in dieser Hinsicht also 
nicht anders als N-Nitroso-N-methylharnstoff  (Mi3I.- 
LER 1965d ). 

Die Parallelisierung dieser Befunde mit  Inolekula- 
ren Mechanismen ist insofern schwierig, als rezessive 
und haplophasische Leta lmutat ionen sowohl Punkt-  
mutat ionen als auch Chromosomenaberrat ionen dar- 
stellen k6nnen, wobei eigentlich nur soviel sicher ist, 
dab Chromosomenaberrat ionen unbedingt beteiligt 
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sein mtissen (vgl. Mi~LLE~ 1964a ). Der Mechanismus 
der AberrationsauslSsung durch alkylierende Agen- 
zien ist aber noch weitgehend unklar. Unter  diesem 
Aspekt k6nnen die vorliegenden Ergebnisse zumin- 
dest als Hinweis daftir gewertet werden, dab die erst 
nach der Chromosomenreduplikation auf chroma- 
tidaler Basis eintretenden Aberrationen (RIEGER und 
MICHAELIS 1960 ) die Folge von Alkylierungen in 
nicht-replizierenden Chromosomen darstellen und 
dab die durch diesen Vorgang gesetzten Prim/ir- 
1/isionen bei Ausbleiben der Replikation zumindest 
mehrere Tage lang existenzf/ihig sind und von partiell 
anaeroben Bedingungen nicht beeinflul3t werden. 

Inwieweit der in Versuch 11 festgestellte Anstieg 
der Mutationsfrequenz und des Sterilit/itsgrades 
durch ErhShung der Temperatur  w/ihrend der 
24sttindigen Nachquellperiode eine echte Beeinflus- 
sung der auf die Alkylierung der DNA folgenden 
Prozesse darstellt oder nur Ausdruck der erh6hten 
Reaktivit/it  der in der Zelle verbliebenen Restmenge 
an EMS ist, kann vorl/iufig noch nicht entschieden 
werden. 

Dosis-Effekt-Beziehungen: Die vorliegenden Er- 
gebnisse (Versuch 1 u. 2) zeigen, dab sowohl die mitt-  
lere Anzahl der Chlorophylhnutationen pro Zelle als 
auch die mittlere Anzahl der embryonalen Letal- 
mutationen pro Zelle in exponentieller Abh/ingigkeit 
von der EMS-Konzentrat ion ansteigt. Nach ein- 
gehender Analyse der Genauigkeit der verwendeten 
Sch/itzwerte ergibt sich, dab der Exponent  ftir die 
Chlorophyllmutationen einen zwischen n = 1, 9 und 
n = 2,3 liegenden Wert und ftir die embryonalen 
Letalmutat ionen einen sicher nicht kleineren, mSg- 
licherweise aber etwas gr6Beren Wert hat. Eine aus- 
gepr~igt exponentielle Abh/ingigkeit v o n d e r  EMS- 
Konzentrat ion folgt auch aus den Ergebnissen von 
GICHNER (1965), obwohl sie vom Autor irrttimlich als 
Ausdruck einer linearen Abh/ingigkeit gedeutet wer- 
den. Die von uns gefundene Abh/ingigkeit der Muta- 
tionsfrequenz yon der Behandlungszeit (Versuch 7) 
mul3 gleichfalls im Sinne einer exponentiellen Dosis- 
Effekt-Beziehung (n-~  2) interpretiert  werden, da 
sich die Sensibilit/it der Samen gegentiber EMS nach 
Erreichen des maximalen Quellungsgrades, also nach 
ca. 8sttindiger Quelldauer, nicht weiter erhSht 
(MOLLER, unverSff.). 

Die einfachste Deutung der exponentiellen Dosis- 
Effekt-Beziehungen w~ire die Annahme eines Zwei- 
treffer-Mechanismus ftir alle oder zumindest ftir den 
gr613ten Teil der rezessiven Letalmutationen. D.h . ,  
jede Mutation wtirde die Folge von zwei unabh~ingig 
eintretenden Alkylierungen darstellen. Andere Deu- 
tungsm6glichkeiten lassen sich jedoch nicht yon 
vornherein ausschliel3en. Trotz Vorliegen eines 
Eintreffer-Mechanismus k6nnten n~imlich ,,Zweitref- 
fer-Kurven" auch auf folgende Weise vorget~tuscht 
werden : 

1. dadurch, dab zwischen der Aul3endosis und der 
tatsfichlich in den Meristem-Zellen wirksam werden- 
den Dosis eine Differenz besteht, die sich nicht pro- 
portional zur Dosis erh6ht (woraus eine Schulter- 
kurve ftir die Beziehung zwischen Aul3endosis und 
Effekt resultieren wtirde); 

2. dadurch, dab die auf die Alkylierung folgenden 
Reaktionen von der applizierten EMS-Dosis abh~tn- 
gig sind, und zwar in dem Sinne, dab bei niedrigen 

Dosen ein grSl3erer Teil der alkylierten Stellen repa- 
riert wird als bei hSheren Dosen. 

Eine endgtiltige Entscheidung kann daher erst 
durch weitere Versuche herbeigeftihrt werden. Es sei 
jedoch darauf hingewiesen, dab die Annahme eines 
Zweitreffer-Mechanismus weitreichende Konsequen- 
zen nach sich zSge: In diesem Fall w/ire es praktisch 
ausgeschlossen, dab ein sptirbarer Anteil der rezessi- 
ven Letalmutat ionen Punktmutat ionen darstellt. Da 
aul3erdem nach R6ntgenbestrahlung die mittlere An- 
zahl der rezessiven Letalmutat ionen mit einem deut- 
lich kleineren, nahezu bei n = 1 liegenden Exponenten 
ansteigt (M/JLLER 1966b ), w~ire auch gezeigt, dab Mu- 
tationstypen, die bei R6ntgenbestrahlung einer Ein- 
treffer-Kinetik folgen (wie z. B. kleine Deletionen), 
nach Einwirkungen yon alkylierenden Agenzien die 
Kooperation von mindestens zwei unabh~ingig alky- 
lierten Stellen erfordern. 

Wachstumshemmung der Primiirwurzeln 
Die Behandlung von Samen mit EMS ftihrte mit 

steigender Konzentrat ion in zunehmendem Mal3e zur 
VerzSgerung des Keimbeginns und zur Hemmung 
des Wachstums der Prim~irwurzeln (Versuche 1 u. 3). 
Dieser Effekt der EMS-Behandlung konnte weder 
durch 24sttindiges Nachquellen noch dutch Riick- 
trocknen der behandelten und nachgequollenen Samen 
oder durch Einwirken yon Respirationsinhibitoren 
beeinflul3t werden (Versuch 8). Das zeigt, dab es 
sich hierbei nicht um eine direkte Einwirkung des 
EMS auf die Keimung bzw. auf die DNA-Replika- 
tion handelt, sondern um eine Folge der bereits vor- 
her erfolgten Reaktion des EMS mit wichtigen Zell- 
bestandteilen, yon der sich die Zelle unter partiell 
anaeroben Bedingungen nicht erholen kann. 

Ein Vergleich mit anderen Mutagenen erfolgt 
zweckm~iBigerweise mit Hilfe der Relation zwischen 
der Dosis, die eine Mutationsfrequenz von ml, = 50% 
bedingt, und der Dosis, die eine Wurzell~ingenreduk- 
tion yon r = 50% bedingt. Ftir EMS wurde gefunden 
(Versuch 1): 

D,,~5o:D~5o = 1:3,8, 

KeimverzSgerung bei Drso: lO h. 

Nach Einwirkung yon N-Nitroso-N-methylharnstoff 
ergab sich (MOI, LER 1964a): 

D,,~5o:D,.5o = I :4,2. 

Die Wurzell~ingenreduktion war also bei gleicher 
Mutationsfrequenz etwas geringer als nach EMS- 
Einwirkung. Da die Keimung bei D~5o aber nur um 
rund 2 h verz6gert war, ist dieser Unterschied im 
wesentlichen dureh die Verringerung der KeimverzS- 
gerung als Komponente der Wurzell~ingenreduktion 
bedingt. 

Ftir R6ntgenstrahlen wurde gefunden (M/JLLER 
1966c): 

D,,,50:Dr~ o : 1:o,6. 

Obwohl nach RSntgenbestrahlung die KeimverzSge- 
rung bei Drs0 unerheblich ist, wird das Wurzelwachs- 
tum relativ zur Mutationsfrequenz wesentlich st~irker 
gehemmt als nach Einwirkung der genannten che- 
mischen Mutagene. Das dtirfte im wesentlichen eine 
Folge der h6heren Frequenz an gr613eren Chromo- 
somenaberrationen sein. 
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Es wird also deutlich, dab die Hemmung des Wur- 
zelwachstums in Abh/ingigkeit von der Art des Mut- 
agens aus recht verschiedenartigen Prozessen resul- 
tieren kann und dab sie nicht zwangsl/iufig mit der 
Mutationsausl6sung verbunden ist. Wenn trotzdem 
fiir EMS bei allen hier angewandten Behandlungs- 
bedingungen Wurzell/ingenreduktion und Mutations- 
frequenz eng korreliert sind, dann dtirfte das darauf 
zurtickzuftihren sein, dab beide Effekte ihre gemein- 
same Grundlage in der Alkylierungsreaktion haben, 
wobei ftir jeden dieser Effekte durchaus unterschied- 
liche Rezeptoren in der Zelle verantwortlich sein 
k6nnen. Das gibt die M6glichkeit, im Rahmen eines 
bestimmten stoffwechselphysiologischen Zustands 
der Zelle und bei AusschluB anderer Schadursachen 
die Wurzell/ingenreduktion als relatives Mal3 ftir die 
mutagen wirksame EMS-Dosis zu benutzen. 

Faktoren, die die E//ektivitiit der EMS-Behandlung 
beein/lussen 

Hinsichtlich der BeeinfluBbarkeit der Effektivit/it  
ergeben sich aus den vorliegenden Untersuchungen 
folgende SchluBfolgerungen : 

l ,  Hydrolyse: Die Befunde von FROESE-GERTZEN 
et al. (1963) fiber den Hydrolyseverlauf im sauren 
Bereich und dessen Abh/ingigkeit yon der Tempera- 
tur  werden best~itigt (Versuch 4). Die Hydrolyse- 
produkte weisen keine mutagene Wirksamkeit auf 
und ftihren in Konzentrationen, die den zur Erzielung 
maximaler Mutationsfrequenzen notwendigen EMS- 
Konzentrat ionen/iquimolar  sind, zu keiner nennens- 
werten Sch/idigung der behandelten Samen. Ara- 
bidopsis-Samen sind also gegenfiber der hohen H- 
Ionen-Konzentration des Hydrolysats  wesentlich 
weniger empfindlich als Gersten-Samen, die dutch das 
Hydrolysat  sogar st~irker gesch~idigt werden als durch 
die unhydrolysierte EMS-L6sung (FROESE-GERTZEN 
et al. 1964). Die Hydrolyse beeinflul3t somit die 
mutagene Effektivit/it von EMS nur insofern, als sie 
zu einem fortschreitenden Aktivit/itsverlust der Be- 
handlungsl6sung ftihrt, dem nattirlich dutch Ver- 
ktirzen der Behandlungszeit oder durch Wechsel der 
Behandlungsl6sung entgegengewirkt werden kann. 

2, Temperatur :  Durch Erh6hung der Temperatur  
w/ihrend und nach der Behandlungszeit wird die 
Effektivit/it der EMS-Behandlung gesteigert, wobei 
sich -- zumindest fiir den getesteten Temperatur-  
bereich (18 ° bis 36 °C) -- ein Temperaturquotient  
von Qlo = 2,6 ergibt (Versuche 5 u. 6). Da die ent- 
sprechenden Versuche unter Bedingungen durch- 
geftihrt wurden, bei denen die Beeinflussung der 
Diffusionsrate und der Hydrolyserate durch die 
Temperatur  sich nicht oder nur unwesentlieh auf die 
Effektivit/it auswirken kann, ist der Temperatur-  
effekt als Ausdruck der Beeinflussung der Reaktions- 
rate fiir die Alkylierung oder ftir weitere, zur Muta- 
tion ftihrende Reaktionsschritte zu werten. 

Der Temperaturquotient  Qlo = 2,6, der im Rahmen 
der Versuehsgenauigkeit gleichermal3en ffir die In- 
duktion der Wurzell/ingenreduktion und fiir die 
Mutationsausl6sung gilt, kommt dem yon FROESE- 
GERTZEN et al. (1963) nach Behandlung yon Gersten- 
Samen mit EMS gefundenen Temperaturquotienten 
fiir die Induktion der Waehstumshemmung (Q10 = 
2,7) sehr nahe. Diese recht gute Ubereinstimmung 
h/itte insofern nicht erwartet zu werden brauchen, 

j .  M/ JLLER : Ziichler / Genet. Breed. Res. 

als die Bedingungen, unter denen die Versuche mit 
Gersten-Samen durchgeftihrt wurden, in zwei Punk- 
ten yon unserem Versuchsansatz abwichen: a) Es 
wurden trockene Samen behandelt:  die Aufnahme 
des EMS war also nicht allein von der jeweiligen 
Diffusionsrate, sondern auch yon der Zunahme des 
Quellungsgrades abh/ingig, b) Die Temperatur  wurde 
nur w/ihrend der Behandlungszeit kontrolliert, nicht 
aber im Anschlul3 daran, so dab die Reaktion des 
nach Abschlul3 der Behandlung noch in der Zelle 
vorliegenden EMS nicht mit der gleichen Reaktions- 
rate ablief wie die Reaktion w/ihrend der Behand- 
lungszeit. 

3. Nachbehandlungen:  Durch Nachquellen der be- 
handelten Samen in Wasser wird die Effektivit/it  der 
EMS-Behandlung gegentiber sofortiger Aussaat (in 
Erde oder Filterpapier) nicht oder h6chstens gering- 
ftigig beeinfluBt, sofern das Nachquellen bei der 
gleichen Temperatur  erfolgt wie das Keimen (Ver- 
suche 8, 9 u. lO). Die geringe und statistisch nicht zu 
sichernde Effektivit/itsminderung durch kurzes Nach- 
quellen k6nnte dadurch erkl/irt werden, dab unter 
Nachquellbedingungen das Herausdiffundieren des 
EMS etwas schneller erfolgt als bei Halten der Samen 
auf feuchtem Filterpapier. Fortsetzen des Nach- 
quellens fiber 1 h hinaus hat keinen Einflul3, weder 
auf die Wurzell/ingenreduktion noch auf die Muta- 
tionsfrequenz. DaB durch Nachquellen die EMS- 
induzierte Wachstumshemmung nicht beeinflul3t 
wird, wurde auch bei EMS-Behandlung von Gersten- 
Samen festgestellt (FROESE-GERTZEN et al. 1964). 
Die dabei als Folge des Nachquellens eingetretene 
Erh6hung der f3berlebensrate und der Fertilit/it 
findet allerdings in vorliegenden Versuchen (9, lO) 
keine Parallele. M6glicherweise erfolgt bei Aussaat 
yon Gerstensamen unter Feldbedingungen eine par- 
tielle Riicktrocknung (s.u.), die in unseren Versuchen 
vermieden wurde. 

Erh6hung der Nachquell temperatur ftihrt zu einer 
deutliehen Erh6hung sowohl der Wurzell/ingenre- 
duktion als auch der Mutationsfrequenz (Versuche 8 
u. 11). Diese Effektivit/itssteigerung ist v o n d e r  
Dauer des Temperatureinflusses abh/ingig. Der Ein- 
fluB der Temperaturerh6hung ist in der ersten Stunde 
nach BehandlungsschluB am st~irksten und klingt 
dann allm/ihlich ab. 6 h nach Behandlungsschlul3 
kann die Effektivit/it  durch Verringerung der Tem- 
peratur  von 360 auf 24 °C nicht mehr beeinfluBt 
werden. 

Die Temperaturerh6hung k6nnte auf folgende 
Weise wirksam werden: 

a) dutch Beeinflussung der Reaktion des EMS mit 
den ffir den jeweiligen Effekt (Mutation oder Wachs- 
tumshemmung der Prim/irwurzeln) entscheidenden 
Zellbestandteilen, und zwar in der Weise, dab die 
Erh6hung der Reaktionsrate die gleichzeitig erfol- 
gende Erh6hung der Diffusions- und der Hydrolyse- 
rate tiberwiegt, so dab im Endeffekt  bei erh6hter 
Temperatur  ein gr613erer Teil des in der Zelle noch 
verbliebenen EMS zur Reaktion gelangt; 

b) dutch Beeinflussung yon sp/iteren, auf die 
prim/ire Alkylierung folgenden Reaktionsschritten. 
Die vorliegenden Ergebnisse gestatten noch keine 
sichere Entscheidung zwischen beiden M6glichkeiten. 
Auf jeden Fall wird aber deutlich, dab die nach Be- 
handlungssehlu|3 herrschenden Bedingungen die El- 
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fektivit~it der EMS-Behandlung beeinflussen und 
daher zu kontrollieren sind. 

4. Rf ick t rocknung  der behandelten Samen: Rtick- 
t rocknung der Samen sofort nach BehandlungsschluB 
ffihrt zur Abt6tung der Samen. Der Schaden ver- 
ringert sich jedoch, wenn die Samen zwischen Be- 
handlungsschluB und Rticktrocknung in Wasser ge- 
quollen werden; nach l l s t i indigem Quellen (bei 24 ° 
oder 36 °C) ist kein sch~digender EinfluB des Rtick- 
trocknens mehr feststellbar (Versuch 8). Arabidopsis- 
Samen reagieren somit auf Rficktrocknung nach EMS- 
Behandlung in prinzipiell gleicher Weise wie Gersten- 
Samen (FROESE-GERTZEN et al. 1964). 

Der bei der Rficktrocknung wirksam werdende 
Fak to r  wird w~hrend des Nachquellens entweder 
durch Umsetzung inaktiviert  oder durch Diffusion 
aus dem Samen entfernt.  Somit kann es sich dabei 
entweder um EMS selbst oder um ein Hydrolyse-  
produkt  (Methansulfons~ure) oder um ein instabiles 
bzw. diffusib!es Reakt ionsprodukt  des EMS handeln. 
DaB der Rticktrocknungsschaden an die Anwesenheit 
yon EMS gebunden ist, liegt im Bereich der M6glich- 
keiten, da auf Grund der von WALLES und AHN- 
STRGM (1965) angegebenen Diffusionsrate nach 6 h 
noch kleinere Mengen von EMS im Samen vorhanden 
sein k6nnen. Fine plausible Erkl/irung w~re, dab die 
im Samen vorhandene EMS-Menge durch die Rfick- 
t rocknung am Herausdiffundieren gehindert wird und 
somit in vollem Umfang zur Reaktion gelangen kann. 
DaB es sich hierbei nicht um eine ftir alkylierende 
Agenzien typische Wirkung, sondern um eine spezielle 
Eigenschaft  des EMS handelt,  geht daraus hervor, 
dab bei Verwendung schnell reagierender Agenzien, 
wie z. ]3. N-Nitroso-N-methylharnstoff  (M/JLLER 
1965e), die Riicktrocknung der behandelten Samen 
keine sch/~digende Wirkung ausiibt. 

Zusammenfassung 

Samen yon Arabidopsis thaliana wurden mit  
Athylmethansulfonat  (EMS) behandelt .  Es wurde 
die Abh~ingigkeit des Effekts yon folgenden Faktoren 
untersucht :  EMS-Konzentrat ion,  Behandlungszeit,  
Dauer der Nachquellperiode, Tempera tur  w~ihrend 
der Behandlung und w~ihrend des Nachquellens, 
Rticktrocknung der behandelten Samen, und Hy-  
drolyse der Behandlungsl6sung. Die untersuchten 
Kriterien waren: Wachstumsrate  der Prim~irwur- 
zeln und andere somatische Effekte, Fertilit~tt der 
M1-Pflanzen, Frequenz der rezessiven Letalmutat io-  
nen(embryonale Letalmutat ionen und Chlorophyll- 
mutationen).  Die wichtigsten Ergebnisse sind: 

1. Sowohl die Frequenz der Chlorophyllmutationen 
als auch die Frequenz der embryonalen Leta lmuta-  
tionen erh6ht sich in exponentieller Abh~ingigkeit 
yon der Dosis (n ~ 2). Das gilt unabh~ingig davon, 
ob die EMS-Konzentrat ion oder die Behandlungszeit  
variiert  wird. 

2. Mutationsfrequenz, Sterilit~it und Wurzell~n- 
genreduktion erh6hen sich mit  steigender Behand- 
lungstemperatur .  Ffir den geprfiften Bereich (18 ° 
his 36 °C) wurde ein Tempera turquot ient  yon Q10 
2,6 gefunden. 

3. Die Steigerung der Mutationsfrequenz wird nur 
durch die Verringerung der Fertilit~it der M1-Pflanzen 
und nicht durch eine Verringerung des l~Tberlebens 

begrenzt. Die Relationen zwischen Mutationsfre- 
quenz, Sterilit~tsgrad und Wurzell~ingenreduktion 
werden von Anderungen der Behandlungsbedin- 
gungen nicht beeinflugt. 

4- Mutationsfrequenz, Sterilit~t und Wurzell~tn- 
genreduktion sind unabh~ingig yon der Dauer  des 
Quellens der behandelten Samen in Wasser unter  
partiell anaeroben Bedingungen. Eine Verz6gerung 
des Keimbeginns his zu 4 Tagen nach der Behand- 
lung hat keinen Einflug auf die Mutationsfrequenz. 

5. Durch Erh6hung der Tempera tu r  w~ihrend 
einer Periode von 6 h nach BehandlungsschluB wer- 
den Mutationsfrequenz, Sterilit~it und Wurzell~ngen- 
reduktion gesteigert. 

6. Der durch Trocknung der behandelten Samen 
verursachte Schaden wird durch l ls t t indiges Quellen 
der Samen in Wasser vor der Trocknung vollst~ndig 
aufgehoben. 

7 - D i e  Effektivit/it  yon partiell hydrolysierten 
EMS-L6sungen entspricht der Konzentrat ion des 
EMS. Der durch die Hydrolyseprodukte  verursachte 
physiologische Sehaden ist ohne praktische Bedeu- 
tung. 

8. Die Beziehungen zwischen verschiedenen MaBen 
der Mutationsfrequenz (Frequenz der spaltenden 
Pfianzennachkommenschaften,  Frequenz der spal- 
tenden Schotennachkommenschaften,  Frequenz der 
M~-Mutanten) wurden analysiert.  U. a. wird gezeigt, 
dab zwischen der Frequenz der M2-Mutanten (me) 
und der ursprtinglichen Mutationsfrequenz keine 
direkte Proportionalit~t besteht.  
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Feinstruktur der Pollenschl/iuche im Griffel v o n  Petunia 

J. VAN DER PLUIJM und H.  F. LINSKENS 

Botanisches  Labora to r ium der Univers i t~ t  Ni jmegen  

Fine structure of  pollen tubes in the style 
of  Petunia 

Summary. F r o m  electron microscopic observa t ion  of 
t ransverse  sections th rough  the  style of Petunia i t  was 
possible to show t h a t  the  pol len tubes grow wi th in  the  
compac t  m a t r i x  of the  middle  lamellae of the  t r ansmi t t ing  
tissue. This  i t  does enzymat ica l ly  by  dissolving a pipel ike 
pa th  in f ront  of the  tube  tip. F r o m  the  fine s t ruc ture  of 
the  cy top lasm and the  organelle content ,  the  cells of the  
tubes  and of the  t r ansmi t t ing  tissue can be dist inguished.  
Differences in the  fine s t ruc ture  of the  cy top lasm and the  
wall  be tween  inhibi ted (incompatible) and normal  grow- 
ing (compatible) pollen tubes  can be demons t ra ted  in situ. 
This is discussed in te rms  of localisat ion of the  incompat-  
ibi l i ty  react ion on the  surface of the  inhibi ted pollen 
tubes. The  in te rpre ta t ion  is in agreement  wi th  genet ical  
and biochemical  observat ions  elsewhere. 

D i e  s u b m i k r o s k o p i s c h e  S t r u k t u r  de r  Po l l en -  
s c h l a u c h w a n d  w u r d e  s chon  w i e d e r h o l t  u n t e r s u c h t  
(O 'KELLEY U. CARR 1954, MUHLETHALER U. LINSKENS 
1956 ). A u c h  l i eg t  e ine  R e i h e  v o n  B e o b a c h t u n g e n  

t iber  die  F e i n s t r u k t u r  des  P o l l e n s c h l a u c h p l a s m a s  
n a c h  K e i m u n g  in v i t r o  v o r  (LARSOI~ u. LEWIS 1962, 
ROSEN 1964 , R o s E ~  e t  al. 1964 , SASSEN 1964a,  
1964 b). H i n g e g e n  f e h l e n  b i s l a n g  e l e k t r o n e n m i k r o s k o -  
p i sche  A u f n a h m e n  v o n  P o l l e n s c h l ~ u c h e n  in s i tu ,  d. h. 
w~thrend ihres  W a c h s t u m s  d u r c h  das  L e i t g e w e b e  des  
Griffels .  I m  H i n b l i c k  auf  e v e n t u e l l e  A n d e r u n g e n  in 
de r  F e i n s t r u k t u r  i m  Z u s a m m e n h a n g  m i t  de r  W a c h s -  
t u m s h e m m u n g  des  P o l l e n s c h l a u c h e s ,  we lche  als 
F o l g e  i n k o m p a t i b l e r  B e s t ~ u b u n g  i n n e r h a l b  se lbs t -  
i n k o m p a t i b l e r  R a s s e n  a u f t r i t t  (LINSKENS 1955, 1961, 
1965), w u r d e  e ine  E i n s i c h t  in die  s u b m i k r o s k o p i s c h e  
a n a t o m i s c h e  S i t u a t i o n  be i  d e m  b i o c h e m i s c h  g u t  
u n t e r s u c h t e n  O b j e k t  v e r s u c h t .  

Material und Methode 
Gri f fe l  v o n  Petunia hybrida K l o n  T 2 U  (Se lbs t -  

s t e r i l i t~ t sa l l e l e  $3S3) w u r d e n  m i t  e i g e n e m  P o l l e n  bzw.  
m i t  P o l l e n  des  K l o n e s  W 1 6 6 k  (Se lbs t s t e r i l i t~ t s a l l e l e  
SIS~) b e s t ~ u b t  u n d  in de r  a b g e s c h n i t t e n e n  Bl f i te  be i  


