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Feinstruktur der Pollenschliuche im Griftel von Petunia

J. VAN DER PLUIJM und H. F. LINSKENS

Botanisches Laboratorium der Universitdt Nijmegen

Fine structure of pollen tubes in the style
of Petunia

Summary. From electron microscopic observation of
transverse sections through the style of Petunia it was
possible to show that the pollen tubes grow within the
compact matrix of the middle lamellae of the transmitting
tissue. This it does enzymatically by dissolving a pipelike
path in front of the tube tip. From the fine structure of
the cytoplasm and the organelle content, the cells of the
tubes and of the transmitting tissue can be distinguished.
Differences in the fine structure of the cytoplasm and the
wall between inhibited (incompatible) and normal grow-
ing (compatible) pollen tubes can be demonstrated % sifu.
This is discussed in terms of localisation of the incompat-
ibility reaction on the surface of the inhibited pollen
tubes. The interpretation is in agreement with genetical
and biochemical observations elsewhere.

Die submikroskopische Struktur der Pollen-
schlauchwand wurde schon wiederholt untersucht
(O'KELLEY u. CARR 1954, MUHLETHALER u. LINSKENS
1956). Auch liegt eine Reihe von Beobachtungen

iiber die Feinstruktur des Pollenschlauchplasmas
nach Keimung in vitro vor (LARSON u. LEWIS 1962,
RosEN 1964, RosEN et al. 1964, SASSEN 1g9b4a,
1964b). Hingegen fehlen bislang elektronenmikrosko-
pische Aufnahmen von Pollenschlduchen in situ, d. h.
wihrend ihres Wachstums durch das Leitgewebe des
Griffels. Im Hinblick auf eventuelle Anderungen in
der Feinstruktur im Zusammenhang mit der Wachs-
tumshemmung des Pollenschlauches, welche als
Folge inkompatibler Bestdubung innerhalb selbst-
inkompatibler Rassen auftritt (LINSKENS 1955, 1961,
1965), wurde eine Einsicht in die submikroskopische
anatomische Situation bei dem biochemisch gut
untersuchten Objekt versucht.

Material und Methode

Griffel von Petunia hybrida Klon T2U (Selbst-
sterilitdtsallele S;S;) wurden mit eigenem Pollen bzw.
mit Pollen des Klones W166k (Selbststerilitatsallele
S,S,) bestiubt und in der abgeschnittenen Bliite bei
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25 °C im Dunkeln gehalten. Unter diesen Bedingun-
gen setzt die Hemmung der Selbstungsschlauche
nach ca. 3 Stunden ein, die nach ca. 12—16 Stunden
zu einer Sistierung des Pollenschlauchwachstums
fithrt. In der gleichen Zeit wachsen die Fremdungs-
schiduche mit nahezu gleichbleibender Geschwindig-
keit durch den Griffel (LiNskENS 1955). Nach
17—18 Stunden wurden die Griffel entnommen,
2 Stunden lang in 29%igem KMnO, fixjert und in
Epon 8/2 eingebettet. Die mit einem Porter-Blum-
Mikrotom hergestellten Diinnschnitte wurden mit
einem Philips EM 100 C untersucht. Die Aufnahmen
erfolgten auf Kodak Fine Grain Positive Film und
sind nicht retuschiert.

Beobachtungen

1. Auf den Abbildungen 1 und 2 sind Ubersichts-
aufnahmen von Querschnitten durch das Leitgewebe
mit den darin befindlichen Pollenschliuchen wieder-
gegeben. Die Pollenschlduche (P) fallen sofort ins
Auge durch die hellen Héfe, von denen sie umgeben
sind. Im Gegensatz dazu sind die Zellen des Leit-
gewebes (L) eingebettet in eine elektronenoptisch
dichte Matrix. Da man sowohl bei den Pollen-
schlduchen als auch bei den Leitgewebszellen deut-
lich die Zellwand unterscheiden kann, muB die
Matrix vorldufig als extrem verdickte Mittel-Lamelle
bezeichnet werden, welche wahrscheinlich aus Pektin
besteht.

Die Pollenschliuche wachsen in der genannten
Matrix. Auf den Querschnitten sind sie von einem
elektronenoptisch leeren Hof umgeben.

Die Unterscheidung der Pollenschliuche von den
Leitgewebszellen kann auf den Querschnitten anhand
folgender Kriterien erfolgen: 1. Sofern sich in dem
Pollenschlauch ein freier Zellkern befindet, ist dies
der stark gelappte vegetative Kern (Abb. 3), wihrend
der Kern in den Griffel-Zellen meist mehr oder
weniger abgerundet ist.

2. Im Cytoplasma der Pollenschliuche liegen
keine groBen Vakuolen vor. Wird ein Pollenschlauch
jedoch hinter einem Kallose-Pfropfen quer geschnit-
ten, so ist dieser zwar nicht mehr mit Plasma gefiillt,
sondern leer, was bei gleichzeitigem Durchwachsen
zahlreicher Schlduche zum Eindriicken der runden
Form fiihrt,

3. Das Cytoplasma der Pollenschliuche ist dicht,
stets reich an Mitochondrien, Golgi-Material und
gefiillt mit endoplasmatischem Retikulum (Abb. 4).
Trifft der Schnitt den Schlauch in der Spitzen-Region,
so werden Anhidufungen von Golgi-Vesikeln gefunden
(Abb. 5), wie sie bereits SASSEN (1964) und RosEn
(1964) bei in vitro kultivierten Pollenschliuchen
regelmiBig beobachtet hatten.

4. Die Stdrkekorner (S) in Pollenschliuchen sind
selten, meist sehr klein und von einfacher Struktur.
In den stdrkereichen Plastiden der Zellen des Leit-
gewebes finden sich stets mehrere Doppelmembranen.

5. Die Wand der Pollenschliuche ist deutlich
dicker als die Wand der Zellen des Leitgewebes.

In den gehemmten Schliuchen gleichen Alters ist
das Plasma blasig degeneriert. Die Wand ist stark
verdickt (Abb. 7 und 8). Auffallend ist eine schau-
mig-kornige Struktur an der Wandoberfliche, die als
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eine Aureole den gehemmten Pollenschlauch in dem
frelen Raum der Matrix umgibt.

Hiufig werden auch Pollenschliuche beobachtet,
die wihrend ihres Wachstums im Leitgewebe auf-
platzen und degenerieren (Abb. 6). Dabei wird der
plasmatische Inhalt in die Matrix entlassen, so daBl
man in bestimmten Schnittebenen scheinbar freie,
in der Mittellamelle befindliche, noch mehr oder
weniger intakte Mitochondrien beobachten kann.
Diese stammen jedoch von den hiufig auf dem Wege
zuriickbleibenden Schliuchen, die nach Aufreillen
der Wand noch teilweise funktionelle Plasmaorganelle
in das Leitgewebe entlassen.

Diskussion

Die Pollenschliuche im Griffel wachsen in den
Mittel-Lamellen zwischen den Leitgewebs-Zellen. Sie
schaffen sich darin roéhrenférmige Kanile, die im
Querschnittsbild als helle Rinder um die Winde hin
hervortreten. Man kann annehmen, daBl dieser
Raum, den sich die Schlduche als Wachstumsbahn
bereiten, enzymatisch geschaffen ist. Er ist vor der
Pollenschlauch-Spitze bereits anwesend und nimmt
im Durchmesser nach hinten um etwa das Doppelte
zu. Das hierbei freigesetzte Material diirfte gleich-
zeitig durch den wachsenden Pollenschlauch resor-
biert und als Substrat verwendet werden. Damit
wiirden auch elektronenoptisch mikroskopische Be-
funde (HUBER u. SCHOCH-BODMER 1945, 1947) und
ein biochemischer Befund (LINSKENS u. EsSER 1960)
tiber die fermentative Auflésung der Mittellamelle
durch die Pollenschliuche bestitigt sein.

Die Feinstruktur des Cytoplasmas der normal
wachsenden Pollenschlduche in situ und deren Orga-
nell-Population weicht nicht von den Beobachtungen
an in vitro gekeimten Pollenschlduchen, wie sie
SASSEN (1964) und ROSEN (1964) mitgeteilt haben,
ab. Dies ist ein Hinweis dafiir, daB zumindest in der
Beginnphase der Keimung und des Wachstums von
Pollenschlduchen in vitro und in situ gleichartige
Verhiltnisse vorliegen. Weitere Untersuchungen
iiber Strukturabweichungen bei spezifischer und
unspezifischer Hemmung der Pollenschlauche sind
im Gange.

Die hier mitgeteilten Fotos von Querschnitten aus
einem umfangreichen Beobachtungsmaterial zeigen,
dal} die biochemische Barriere der Inkompatibilitit
nicht nur auf mikroskopischer Ebene zu Stérungen
(SCHLOSSER 1961), sondern auch zu einer frithzeitigen
Degeneration des Cytoplasmas und seiner Organelle
fiihrt. Diese Auflésungserscheinungen gehen zeitlich
parallel mit den Anderungen physiologischer Prozesse
(LINSKENS 1955, 1964). Von besonderem Interesse
sind die abweichende Wandstruktur, die in Uberein-
stimmung ist mit fritheren Befunden (MUHLETHALER
u. LINSKENS 1956), wonach bei gleichbleibender
Streuungstextur die Zahl der Zellulose-Mizellen in
der Wand des inkompatibel gehemmten Schlauches
vergroflert und die Zahl der Kallose-Piropfen pro
Wegeinheit vermehrt (LINSKENS u. ESSER 1957) ist.
Die nur beim gehemmten Schlauch in der Spitzen-
region auftretende schaumig-kérnige Aureole diirfte
ein erster sichtbarer Hinweis fiir die Lokalisierung
der Inkompatibilitits-Reaktion oder deren Folge-
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htsbild eines Querschnittes durch das Leitgewebe eines fremdbe Griffels. — Abb. 2. Ubersichtsfoto eines Querschnittes durch das Leit-
gev e bstbestaubten Griffels, — Abb. 3 (Ausschnitt aus Abb. 1). De ctative Kern in dem kompatibel wachsenden Pollenschlauch
und nimmt den Bten Raum ein. Unten cine angeschnittene Leitgewe drkekorn. — Abb. 4. Der wachsende Pollenschlauch mit s
gesunden Plasma. — Abb. 5. In der Spitzenregion ist das Plasma reich an Golgi-Vesikeln, die ihren Inhalt in die im Aufbau befindliche Wand entlceren. —
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Abb. 6. Degenerierender Pollenschlauch. Durch die sich auflésende Wand wird der teilweise noch funktionsfiahige Inhalt mit seinen Organcllen in die Matrix des

Leitgewebes entleert. — Abb. 7. Der kollabierte, dickwandige, inkompatibel gehemmte Pollenschlauch wird durch die turgeszenten Leitgewebszellen cingedriickt.

Dic Wand des Pollenschlauches ist stark verdickt. — Abb. 8. Die beiden gehemmten Pollenschliuche haben ein blasig degeneriertes Cytoplasma, ineinander flie-
Bende Vakuolen und eine stark verdickte Wand. In der Spitzenregion befindet sich an der AuBenseite ein Kranz schaumiger Kérnchen.
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Reaktionen sein. Schon MAKINEN und LEwis (1962)
hatten auf Grund genetischer und immunologischer
Untersuchungen vermuten konnen, daB der Ort der
Hemmreaktion die Wand des Pollenschlauches ist.
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Versuche zur Frage der Erhaltungsziichtung

beim Kulturchampignon
II. Vermehrung durch Gewebekulturen

GERDA FRITSCHE
Max-Planck-Institut fiir Kulturpflanzenziichtung, Hamburg-Volksdorf

Experiments on maintenance of strains of the
cultivated mushroom

IT. Propagation by tissue culture

Summary. 1. In this report the suitability of the so-called
“tissue culture method” for multiplication and preser-
vation of mushroom strains is investigated. The multi-
plication of the plectenchyme is called tissue culture by
the mushroom breeder. Under sterile conditions pieces
from the interior of the fruiting bodies are cut and inocula-
ted on agar. Soon new mycelium begins to form there.

2. No influence of the size of the pieces on the growth
of the mycelium could be noticed.

3. On the other hand was shown, that mushroom strains
can react very differently to the nutrients available.

During the modification from generative to vegetative
phase they are especially sensitive to their lack. Tissue
cultures growing slowly because of poor nutrition, deve-
loped as quickly on nutritive agar as those tissue cultures
which had been grown on this agar from the beginning.

4. Growth tests were carried out on pieces of tissue
from fruiting bodies of different weight and picked at
different dates from two multispore and three single-
spore cultures. One out of 20 tissue cultnres did not
grow like the original strain. It came from a single spore
culture and grew slower than normal.

No infection of the tissue culture could be shown.

5. Yield tests were carried out with tissue cultures of
large and small fruiting bodies from a multispore culture
and with some picked in the beginning and end of the

A. Einleitung

Uber Versuche zur Frage der Erhaltungsziichtung
wurde kiirzlich von uns berichtet {(FRITSCHE, 1966).
Es war das Verhalten des Mycels nach Teilung stu-
diert worden.

Die vorliegende Arbeit befafit sich mit einer zwei-
ten Methode der Erhaltungsziichtung, ndmlich mit
der Vermehrung der Stimme iiber Gewebekulturen,

harvest. The yield of half the tissue cultures in all three
tests was lower than that of mycelium propagated by
division; no tissue culture yields were higher.

6. No influence of the weight of the fruiting body used
for tissue culture on the average weight of those growing
in tissue culture could be noticed.

7. There was influence of the harvesting time of the
fruiting bodies used for tissue culture on the course of
harvest from the tissue-culture. The fruiting bodies
picked early were more productive sooner than those
which had been gathered late.

From the mixture of genotypes of multispore culture B
hyphae with genes for early yield probably produced the
first fruiting bodies.

8. Yield tests on tissue cultures of early and late fruiting
bodies gained from two single spore cultures showedagain
nearly half the tissue-cultures in both tests to be below
the standard, and only one tissue culture was above it in
either test.

In one of the single spore cultures there was an in-
fluence of the harvesting time of the fruiting bodies used
for tissue culture on the course of harvest from the tissue
culture.

9. Through multiplication of a fruiting body of a new
shape, arising spontaneously in an earlier tissue culture
a commercially useful strain could be bred. The yield,
rather low in the beginning, was increased considerably
by further tissue cultures.

10. According to the results of these tests with normal
cultures preservation of strains through multiplication
in tissue culture cannot be recommended.

Unter Gewebekultur versteht der Bruthersteller*
eine Vermehrung des Plektenchyms**. Unter steri-
* Brut — das zum Bepflanzen der Kulturbeete be-
stimmte und unter sterilen Bedingungen herangezogene
Mycel.

** Die Bezeichnung ,,Gewebekultur'’ ist also botanisch
falsch, wird jedoch im Folgenden gebraucht, da sie in der
Champignonziichtung tiiblich ist.



