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Die Entwicklung des sogenannten ,Fadenapparates®
im Embryosack von Petunia hybrida*

J. VAN WENT und H. F. LINSKENS

Botanisches Institut der Universitdt Nijmegen

The development of the so-called ,,filiform
apparatus* in the embryo sac of Pemunia hybrida

Summary. A reinvestigation of the embryo sac of
Petunia by electron microscopy shows the existence of
a so-called filiform apparatus in the micropylar region
of the synergids. It is a thickened cellulose wall with
two layers which can be distinguished by electron density.
The “filiform” structure is built up very quickly during
anthesis but is suddenly broken down in the synergid
cell when the pollen tube tip enters it.

The cytoplasm of the synergids has complex structure
with strongly polarized distribution of a large number of
mitochondria, dictyosomes and highly developed ER in
parallel arrangement. It can be concluded that the
synergid cell exhibits high metabolic activity with
a maximum immediately after anthesis when pollen
tubes arrive at the tip of the embryo sac. The pollen
tube does not open until the tube tip comes in contact
with the synergid plasma. The circular structure of the
plasma can be interpreted as caused by injection under
pressure of the pollen tube contents.

The physiological function of the filiform structure
seems to be twofold: (1) it functions as an attraction
center for the chemotropical orientation of the pollen
tubes and (2) it functions as a system for opening the
pollen tube tip and for the effusion of the male material.

Einleitung

Uber die Struktur des Embryosackes besteht eine
sehr umfangreiche Literatur, die auf lichtmikrosko-
pischen Beobachtungen beruht (MAHESHWARI 1950,
1963). Seit einigen Jahren sind mit Hilfe der Elek-
tronenmikroskopie neue Befunde {iber die sub-
mikroskopische Struktur hinzugekommen (JENSEN
1963, 1964, 1965a, b; VAN DER PLUIJM 1963; DIBOLL
u. LARSON 1g66).

Unter den Strukturen des Embryosackes, die
durch die Anwendung der submikroskopischen Ana-
lyse einer erneuten Untersuchung zugénglich werden,
ist besonders der sogenannte ,,Fadenapparat’ zu
nennen. Am akropetalen Ende der Synergiden der
meisten Angiospermen befindet sich eine stark licht-
brechende Struktur (MAHESHWARI 1950), die zuerst
durch ScHACHT (1856) wahrgenommen und spiter
als ,,Fadenapparat® beschrieben worden ist: ,,Der

* Herrn Prof. Dr. HaNs STUBBE zu seinem 635. Ge-
burtstag gewidmet.

obere Teil der Keimkorperchen erscheint scharf um-
grenzt, mit einer zarten Lingsstreifung versehen und
bricht das Licht in hohem Grade. Mit einer Nadel
zerrissen, zeigt sich der obere gestreifte Teil aus einer
Menge zarter Faden zusammengesetzt.” Die Lings-
streifen hat HOFMEISTER (1861) als echte Verdickun-
gen der Embryosackwand gedeutet. STRASBURGER
(1877) nennt die Struktur ,,Synergidenkappe’ und
schlieBt aus der Firbbarkeit mit Chlorzinkjod auf
die Anwesenheit von Zellulose. Beide Begriffe wurden
zundchst synonym gebraucht. Spiter ist diese
,,Zelluloseanhdufung am mikropylaren Ende der
Synergiden als Fadenapparat oder filiformous
structure in die Literatur eingegangen (STRASBUR-
GER 1884, SCHNARF 1929, STEFFEN 1951).

Die Frage der Natur der Streifen bleibt ungeklirt.
HABERMANN (1906) nimmt keine fddigen Strukturen,
sondern eher eine wabenfoérmige wahr. Bei Anchusa
officinalis sowie bei einigen anderen Boraginaceen
stellt SVENssoN (1g25) einen Ubergang des Faden-
apparates in Synergiden-Kappe fest, ein ProzeB3, der
von der Synergidenspitze zur Basis verlduft. Die
Streifung des ersteren soll eine Folge der durch das
Cytoplasma gebildeten Zellulosefiden sein. Der Zel-
lulose- und Pektin-Gehalt wird von verschiedenen
Autoren bestitigt (T1sSCHLER 1899, ISHIKAWA 1918,
WEST 1930). STEFFEN (1951) schlieBt sich der Auf-
fassung von SvENssonN an und erachtet die Unter-
scheidung zwischen Fadenapparat und Synergiden-
kappe als fragwiirdig. Neuerdings wird allerdings
von VAzART (1958) wieder Nachdruck auf die Ver-
schiedenheit der beiden Strukturen gelegt: Als
Fadenapparat wird eine plasmatische Struktur
aus feinen, konvergierenden Tubuli, die eine Mem-
bran bilden, definiert; die Synergidenkappe soll
hingegen eine zellulosehaltige Struktur an der Spitze
der Synergiden sein.

Die skizzierte Polemik wurde erst durch elektro-
nenmikroskopische Beobachtungen (VAN DER PLUIJM
1963, JENSEN 1964, 1965a, DIBOLL u. LARSON 1966)
in eine neue Richtung gelenkt: offensichtlich ist die
Struktur an der Spitze des Embryosackes artspezi-
fisch verschieden; es werden sowohl glattrandige
als auch stark gelappte und zerfaserte Fadenapparate
gefunden (Abb.1). Der ,,Faden-Eindruck’ kann
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dabei durchaus an die Entwicklung der genannten
Struktur gebunden sein.

Im Rahmen der elektronenmikroskopischen Ana-
Iyse des Pollenschlauchwachstums und des Befruch-
tungsprozesses bei Petunia trat die skizzierte Proble-
matik erneut auf. CoOPER (1946) hatte zwischen den
Synergiden von Petunia eine Kaverne beschrieben
(Abb. 2}, jedoch keine Wandverdickungen vermeldet.
Aus dem vorliegenden Schnittematerial konnte eine
liickenlose Entwicklungsgeschichte des sogenannten
Fadenapparates im Embryosack rekonstruiert wer-
den.

Material und Methoden

Truchtknoten von Petunia hybrida der Klone W166k
und T2U (LINSKENS 1955) wurden zu verschiedenen Zeit-
punkten wihrend der Bliitenentwicklung und nach der
Bestdubung in o,5 mm dicke Scheibchen zerteilt und in
Glutaraldehyd (5% in Phosphatpuffer o,1 M, pH 7,2)
3h bei 4 °C fixiert. Nach der Fixierung wurde iiber
Nacht gespiilt in Phosphatpuffer. Die Firbung erfolgte
7h lang in 59, KMnO, bei Zimmertemperatur. Das
Gewebe wurde sodann dehydriert durch Auffithren in
einer Alkohol-Reihe 30 — 50 — 70 — 9o — 100%
(je 10 Min.}. Die Einbettung erfolgte in folgenden
Schritten:

Gemisch 1 100%, Alkohol — 100%, Epoxydpropan 3:1,
30 min

Gemisch 2 1009, Alkohol — 100%, Epoxydpropan 1:1,
30 min

Gemisch 3 100%, Alkohol — 1009%, Epoxydpropan 1:3,
30 min

Gemisch 4 1009, Epoxydpropan 2 X 30 min

Gemisch 5 Epon (A:B = 5:5) — 100%, Epoxydpropan
1:9, 1 Nacht

Polymerisation dauerte 24 h bei 35 °C und 36 h bei 60 °C.
Die” Schnitte (silbergrau, ca. 600 A) wurden mit einem
LKB Ultratom 4801 A hergestellt und mit dem Philips
EM 100C bei 60 kV untersucht.

Beobachtungen

Eine Ubersicht iiber die Topographie des ausge-
wachsenen Embryosackes gibt Abb. 3.

In den jungen Knospen vor der Anthese ist die
Wand zwischen den Synergiden wie jede normale
primdre Wand unmittelbar nach der Zellteilung auf-
gebaut (Abb. 4); die Dicke variiert zwischen 0,05
und o,1 u. Das gleiche gilt fiir die Trennwand zwi-
schen Eizelle und Synergiden. Hingegen ist die Wand
zwischen Embryosack und denZellen des Integument-
Tapetums (EsSSEr 1963) 1—1,5 u dick.

Bereits wahrend der Anthese streckt sich der
gesamte Embryosack stark in die Linge. Die Syner-
giden hingen wie birnenférmige Tropfen von der
Spitze des Embryosackes in die sekunddre Embryo-
sackzelle hinein (Abb. 3, 5). Die Synergiden sind in
diesem Stadium nicht mehr vollstindig von einer
Wand umgeben: die basalen Abschnitte werden ledig-
lich von einer Plasmamembran abgegrenzt. Die
Trennwand zwischen den Synergiden ist auf einer
Linge von ca. 7 u stark verdickt (Abb. 6 u. 7), die
Entwicklung des Fadenapparates beginnt!

Nach der Anthese, jedoch vorder Befruchtung,
hat sich die Geometrie des Embryosackes nicht mehr
wesentlich verdndert (Abb. 3). Im Fadenapparat
kénnen jedoch nunmehr verschiedene Teile unter-
schiedlicher Struktur unterschieden werden (Abb. 8):
im oberen Teil ist die Wand am stidrksten verdickt,
jedoch nur gering kontrastiert. Die Mittellamelle ist
als Serie dunkler Flecken sichtbar, d. h. sie ist an
verschiedenen Stellen unterbrochen. Auf dem Quer-
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schnitt kénnen groBe, dunkle Flecken in den beiden
lateralen Enden des Fadenapparates beobachtet
werden, die mit den Mittellamellen der angrenzenden
Winde in Verbindung stehen (Abb. g). Dieser hell-
gefirbte Teil des Fadenapparates hat eine Linge
von ca. 7 4. Darunter liegt der andere Teil, der eine
Linge von ca. 10 hat und neu hinzugekommen ist
(Abb. 8). Hierin kann man zwei Lagen unterschei-
den, die verschieden strukturiert sind: in der Mitte
befindet sich ein heller, wenig kontrastierter Teil,
der wahrscheinlich die primdre Wand darstellt. Da-
gegen ist an beiden Seiten eine lage abzugrenzen,
die stédrker kontrastiert ist und zahlreiche Einschliisse
enthilt. Die Oberfliche dieses Teils der Wand ist
profiliert. Auch hier befinden sich in den lateralen
Teilen dunkle Flecken an der Stelle der Mittellamelle
(Abb. 10).

Bei der Befruchtung dringt der Pollenschlauch
in eine der beiden Synergiden ein, wobei eine offene
Verbindung zwischen Schlauchplasma und Synergi-
denplasma entsteht (Abb. 11). Diese Verbindung
entsteht kurz vor der Befruchtung in der einen
Synergide an der Stelle, wo der Fadenapparat sich
befand. In der verbleibenden ungestdrten Syner-
gidenzelle, in welche kein Pollenschlauch eingedrun-
gen ist, bleibt die als Fadenapparat beschriebene
Verdickung einseitig erhalten — meist solange, bis
die Kernverschmelzung abgeschlossen und die Em-
bryoentwicklung eingeleitet ist (Abb. 12 u. 13).

Deutung

Der Fadenapparat bei Petunia hat ephemeren
Charakter. Er wird sehr kurzfristig wihrend der
Anthese aufgebaut und beim Eindringen des Pollen-
schlauches in der betroffenen Synergide rasch wieder
abgebaut.

Es ist nicht erstaunlich, daB CooPER (1946) in der
Wand zwischen den Synergiden eine Hohlung angibt
(ADbb. 2). Diese ist in Wirklichkeit, wie das EM-Bild
zeigt, eine Wandverdickung. Solche Fehlinterpreta-
tionen diirften in der Vergangenheit bei lichtmikro-
skopischen Untersuchungen von Embryosicken hiu-
figer aufgetreten sein.

Fir den Aufbau des Fadenapparates kann
folgende Vorstellung entwickelt werden: Der hell-
gefirbte Teil hat die gleiche Struktur wie die normale
Zellwand. Lediglich an den lateralen Teilen ist die
Mittellamelle stark verdickt, wodurch sich die starke
Dunkelfarbung erkldrt (Abb.g u. 10). Diese wird
verursacht durch die Anwesenheit von groBeren
Mengen stark farbbarer Wand-Matrix. Der dunkel
gefidrbte Teil des Fadenapparates hat eine andere
Struktur als die normale Zellwand. Die Inklusionen
kénnen nach dem bekannten Schema der Wand-
entstehung nicht erklirt werden. Im Plasma der
Synergiden befinden sich besonders zahlreich Golgi-
Vesikel. Eine groBe Zahl dieser Vesikel liegt sehr
dicht beim Fadenapparat oder ist sogar an diesen
angeheftet (Abb. 10). Nimmt man an, daB} auf einer
bestimmten Stelle eine Anzahl dieser Vesikel mit-
einander und mit dem Fadenapparat verschmilzt,
um an dem Wandaufbau teilzunehmen, so ist es
durchaus méglich, daB zwischen verschmelzenden
Vesikeln gelegentlich Kavernen {iibrigbleiben. Diese
sind dann mit Plasma gefiillt und von einer Membran
umgeben. Sie kénnen dann als Inklusionen in dem
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PETUNIA HYBRIDA TORENIA FOURNIERI TEA MAIS GOSSTPIUM WIRSUTUM

Abb. 1. Verschiedene Formen des ,, Fadenapparates* bei Petunia, Torenia (nach
vax pek Preigpy 1g63), Mais (nach Dirorr u. Laksox 1966) und Banmwolle
(Jexsex 1065a).

Mikropyle
Ahb.?-. Der lilnl,r)\])sack
o . von Pelunia (nach licht-
Synergide mikroskopischer Unter-
suchung von Coorrr 1946).
~—— Fizelle
__ Sek. Embryo-
sackzelle

Antipoden

ingsschnitt dureh den
, fixiert wihrend
A

Abb. 4. Lingsschnitt durch beide Synergiden und
dic Eizelle. Der Embryosack wurde cinen Tag
vor der Anthese fixiert,

Abkiirzungen in den EM-Abbildungen
D — Dictyosom, Golgi-Feld; E — Eizclle:
ER —endoplasmatisches Retikulum: ESW— Em-
bryosack-Wand; Fa — Fadenapparat; It — In-
tegument-Tapetum; M — Mitochondrium;
Ml — Mittellamelle; N = Zellkern; Ps — Pollen-
schlauch; PsW — Pollenschlauchwand; P — Pla-
stide; SEZ — sckundire Embryosack-Zelle;
Sy — Synergide; SyV — Synergiden-Vakuole;

V — Vakuole: W — Zellwand,
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vollstiindig entwickelten Fadenapparat zuriickblei-
ben. Derartige Inklusionen kénnen bei der weiteren
Entwicklung des IFadenapparates flachgedriickt wer-
den, so dal sie schliellich nur noch als Striche sicht-
bar sind. Fiir diese Deutung spricht auBerdem die
unregelmiibige Oberfliche des Fadenapparates, die
bei lichtmikroskopischer Betrachtung sicherlich bei
anderen Arten zur Deutung einer Fadenstruktur
Anla3 geben kann.

Vergleicht man den Fadenapparat von Pelunia
mit dem von Torenia (vax DER PLUIIM 1903), Gossy-
prwm (JENSEN 19652a) und Zea mavs (Disorr u.

Synergide
Fadenapparat
Cytoplasma
Vakuole

Vakuole
Kern

Abb. 3. Topographic des reifen Ei-Apparates von Pefunia. An der rechten Scite
sind Querschnitte (A=D) auf verschiedenen Niveaus angegelen.
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Abb. 6. Lingsschnitt durch dic Spitze des Embryosacks wihrend der
Anthese. Dic Ausbildung des Fadenapparates hat cingesetzt.

Larson 1966), so kann neben einer artspezifischen
Verschiedenheit in der Form (Abb. 1) jedoch eine
auffillige Ubereinstimmung konstatiert werden: der
Fadenapparat besteht aus 2 Teilen, die durch ihre
Dichte im EM unterschieden werden kénnen. Der
groBere obere Teil ist hell, wihrend der andere Teil
(bei Gossypium durch fingerférmige Ausstiilpungen,
bei Zea mays mit strahligen Ausldufern) iiberein-
stimmt mit dem dunkel gefdrbten Teil bei Petunia.
Hier diirfte sich eine Erkliarung fiir die frithere Unter-
scheidung zwischen Synergidenkappe und eigent-
lichem Fadenapparat anbieten. Auch die oftmals
beobachteten ,,fadenartigen™ Strukturen, welche zur
Namensgebung gefithrt haben, diirften das licht-
mikroskopische Bild der Ausstiilpungen wiedergeben.
Bei Petunia hingegen findet sich jedoch lediglich eine
schwache Oberflichenprofilierung und keine oder
nur sehr geringe Streifung.

Das Synergidenplasma ist besonders komplex
strukturiert. Die groBle Zahl der Mitochondrien,

™ % | T—

Abb. 8.

Lingsschnitt durch Synergiden-Spitzen in eciner gedffneten
Bliite, jedoch vor der Befruchtung. Der Fadenapparat besteht aus zwel
verschiedenen Lagen.

Abb. 7. Querschnitt durch die Synergidenspitze (Niveau A der Abb. 3)
withrend der Anthese. Die Mittellamelle an den lateralen Enden des
Ladenapparates ist verdickt (zu erkennen an der verstirkten Schwiirzung).

Dictyosomen und das stark entwickelte endoplasma-
tische Retikulum geben eine deutliche Indikation fiir
einen Zustand intensiver Stoffwechselaktivitit. Nach
HRrSEL (1966) besitzen alle Zellen mit hoher meta-
bolischer Aktivitdt ein ER in der Form eines ,,parallel
arrangement'‘. Dies gilt auch fir die reifen Synergiden
(Abb. g u. 10}, vor allem kurz vor der Befruchtung.
Bei tierischen Zellen findet sich diese Struktur vor
allem in Zellen mit starken exkretorischen Funktio-
nen (FAWCETT 1966).

Die funktionelle Bedeutung des Faden-
apparates wurde bereits ausfithrlich von van pEr
Pruijm (1963) diskutiert. Unsere statischen Auf-
nahmen wiithrend eines Entwicklungsprozesses kon-
nen zu folgender Hypothese ausgebaut werden: In
den Synergiden wird ein Teil der aus dem Frucht-
knoten via sekundiare Embryosackzelle importierten
Stoffe fiir die Synthese von chemotropischem Material
verbraucht; dieses wird aus den Synergiden via

/

Abb. 9. Querschnitt durch dic Spitze der Synergiden (wie Abb. 8 auf dem
Niveau A der Abb. 3). Bei Pfeil: die stark verdickte Mittellamelle mit
den Inklusionen.
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Abb. 10. Querschnitt durch dic Spitzen der Synergiden (wie Abb. &, jo-

doch auf dem Niveau B der Abb. 3). Der Fadenapparat ist in dem dunk-

leren Teil getroffen. Line groBe Anzahl von Golgi-Vesikeln liegt dicht an
den Fadenapparat geprefit.

Der Fadenapparat dient also als Sekretions-
zentrum bei der Bildung eines chemotro-
pischen Gradienten.

Daneben kommt den Synergiden sicherlich auch
eine spezielle Funktion bei der Offnung der
Pollenschlauchspitzen (LINSKENS u. SCHRAU-
WEN 1966), sowie bei dem Transport und der Vertei-
lung des minnlichen Materials zur Eizelle einerseits,
zur sekundiren Embryosack-Zelle anderseits, zu.
Aus der Tatsache, dafl der Fadenapparat nur ein-
seitig, d. h. an der Seite der penetrierten Synergide,
abgebrochen wird, wihrend gleichzeitig an dieser
Stelle die Pollenschlauchwand noch intakt ist, kann
man den SchluB3 ziehen, daB der Anstol fiir den
Zusammenbruch des Fadenapparates von dem Pol-
lenschlauch ausgeht.

Abb. 11. Lingsschnitt durch dic Spitzen des befruchteten Embryo-
sackes. Der Fadenapparat ist noch teilweise intakt, dic Pollenschlauch-
wand ist bereits gedfinet.

Zusammenfassung

1. Zwischen den Spitzen der Synergiden im Em-
bryosack von Petunia ist die Trennwand stark ver-
dickt zum sog. Fadenapparat.

2. Dieser Fadenapparat besteht aus zwei Teilen,
die wihrend der Anthese kurzfristig nacheinander
angelegt werden und jede eine spezielle submikrosko-
pische Struktur besitzen.

3. Das Plasma der Synergiden ist komplex struk-
turiert und gekennzeichnet durch eine groBle Zahl
von Mitochondrien, Dictyosomen und ein stark ent-
wickeltes ER in paralleler Anordnung. Daraus kann
auf eine starke stoffwechselphysiologische Aktivitat
mit einem Maximum zum Zeitpunkt des Eintreffens
der Pollenschlauchspitze geschlossen werden.

Abb. 12. Lingsschnitt durch die Spitzen der Synergiden bei der Be-

fruchtung. Zwischen der Pollenschlauchspitze und einer der beiden Syn-

ergiden besteht cine offene Verbindung. Ein Teil des Fadenapparates in

der erhaltenen Synergide (zu erkennen an dem schwiicher kontrasticrten
Plasma) ist noch erhalten,

Abb. 13. Querschnitt durch dieSpitze eincs befruchteten Embryosackes.

Das Plasma des Pollenschlauches zeigt eine kreisférmige Struktur. Die

Synergide, in welche sich der Pollenschlauchinhalt ergossen hat, hat stark

an Volumen zugenommen. Die andere Synergide (rechts unten) hesitzt
noch ihren Teil des Fadenapparates.
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4. Der Pollenschlauch dringt in eine der beiden
Synergiden durch Vermittlung des Fadenapparates
ein. Wihrend des Eindringens wird ein Teil des
Fadenapparates — wahrscheinlich enzymatisch —
schlagartig aufgelost.

5. Die Pollenschlauchspitze 6ffnet sich erst, wenn
sie das Synergidenplasma erreicht hat. Sie ergieBt
dann ihren Inhalt unter Druck in eine der beiden
Synergiden. Die zirkuldre Struktur des Synergiden-
plasmas spricht fiir eine Druckstrémung.

6. Der Fadenapparat scheint eine doppelte Funk-
tion beim Befruchtungsprozell zu haben:

a) er funktioniert als Attraktionszentrum fiir die
chemotropische Orientierung der Pollenschlduche,

b) er steht im Zusammenhang mit der Offnung der
Pollenschlauchspitze und dem Ergufl des minnlichen
Materials in eine der beiden Synergiden.
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Genetische Variabilitit und relative Fitness
in vorwiegend selbstbefruchtenden Populationen*

KLAUS WOHRMANN

Institut fir Genetik der Universitat Tiibingen

Genetic variability and relative fitness in
predominantly selfing populations

Summary. Recent investigations on the structure of
several experimental as well as wild populations of pre-
dominantly self-pollinated plant species revealed unexpec-
tedly high amount of heterozygosity. The maintenance of
a high proportion of héterozygotes despite heavy inbreed-
ing could not be explained merely on the basis of natural
outcrossing and mutation. The data were very suggestive
of heterozygote superiority. In this review models for
estimates of fitness values and their dependence on some
other population parameters are considered. The impact
of the present studies on plant breeding practices of
self-pollinated crops are also dicussed.

Einleitung

Nach der Formulierung des Begriffs der ,,reinen
Linien“ durch JOHANNSEN (1903) hat es an Arbeiten

* Herrn Prof. Dr. Hans STuBBE zum 65. Geburtstag
gewidmet.

nicht gefehlt, in denen die Moglichkeit der Auslese
in reinen Linien untersucht bzw. deren Unmdglich-
keit nachgepriift wurde, obwohl der Begriff der reinen
Linien bereits per Definition keinen Selektionserfolg
zuldBt. In diesen Arbeiten wurde JOHANNSENs Vor-
stellung stets bestdtigt (CHRISTIE und GRAN 1926,
FRUWIRTH 1915, 1920, 1925, 1927; KIESSLING 1915,
PopE 1935, ROEMER 1910, SURFACE und PEARL 1915,
TorNAU 1921). Gelegentliche Selektionserfolge bzw.
Nachweise einer Variabilitdt (FRUWIRTH 1927, HAR-
RINGTON 1927, HUTCHESON 1914, LORENz 1928,
ROEMER 1910, RUDORF 1958, SURFACE und PEARL
1g15) widersprachen zwar nicht der Theorie der reinen
Linien, gaben jedoch einen Hinweis, dall Sorten
nicht immer aus einer reinen Linie bestehen, sondern
in der Regel zumindest ein Liniengemisch darstellen.
Aber auch diese Vorstellung hat nur dann Giiltig-
keit, wenn Fremdbestiubung und Mutation aus-
geschlossen sind.



