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Uber das Wachstum von Endosperm, Embryo und
Samenanlagen von Vitis vinifera
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Growth and development of endosperm, embryo and ovules of Vitis vinifera

Summary. — In ovaries and young grape berries of defined age, referring to the day of
anthesis as day 0, the development of endosperm, embryos and ovules of the cvs. Weisser Burgun-
der and Gewiirztraminer were investigated over two years.

In both years the mitotic cycle of the zygotes lasted about 20 d, without any dependence to dif-
ferent weather conditions. After cytokinesis of the zygote, the development of the embryo started
with an enhanced cell division rate, passing through five steps of divisions within 3 d. The primary
endosperm nucleus, however, began dividing already 2 d after fertilization, i.e. 3 d after anthesis
and after it had moved to the center of the embryo sac. At first the endosperm showed free caryo-
kineses, all the nuclei dividing simultaneously every 3—4 d. Compared with the volume of the
nuclei of the adjacent nucellus cells, the endosperm nuclei can be considered polyploid. Shortly
before formation of the proembryo, 20—21 d after anthesis, the endosperm became cellular.

The growth of the ovules was induced by fertilization. Within 22 d three maxima of the relative
growth rate could be ascertained. The 1st maximum showed no different behaviour in both years.
In 1978 the 2nd maximum was clearly below that of 1977, and the 3rd occurred 2 d later attaining,
however, a higher degree. Thus, in both years the ovules showed corresponding sizes after 18 d. It
can be assumed that the embryo may only be able to start its development if the endosperm has
become cellular and the ovules have attained a certain size.

Einleitung

Die Befruchtung, Embryo- und Endospermentwicklung und das Wachstum der
Samenanlagen stehen in kausalem Zusammenhang mit der Entwicklung der Beeren.
Nach CooMBE (1960, 1965, 1973), N1TscH (1965), ALLEWELDT et al. (1975), ALLEWELDT (1977)
und DURING. und ALLEWELDT (1980) spielen hierbei Phytohormone eine entscheidende
Rolle. Um deren Wirkungen richtig interpretieren zu kénnen, sind eingehende Kennt-
nisse der entwicklungsgeschichtlichen Vorginge der Beerenentwicklung eine unab-
dingbare Voraussetzung. Mit den folgenden Untersuchungen soll hierzu ein weiterer
Beitrag geliefert werden (vergl. KASSEMEYER und STAUDT 1981, 1982, 1983).

Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden in den Jahren 1977 und 1978 an Vitis vinifera L. cv.
Weifler Burgunder und cv. Gewiirztraminer durchgefiihrt. Zu allen Untersuchungen
wurden solche Bliiten herangezogen, die an einem bestimmten Tag aufgebliiht waren.
Alle Zeitangaben beziehen sich auf diesen Tag (Tag 0). Die Probenahme und Verarbei-
tung des Materials erfolgte nach den von KAsSEMEYER und STAuDT (1981, 1982, 1983)
beschriebenen Methoden.

Als Parameter des Wachstums der Samenanlagen wurde ihre Linge ausgewertet.
In medianen Lingsschnitten wurde die Strecke von der Chalaza bis zur Mikropyle aus-
gemessen. Durch logarithmisches Auftragen der Léinge auf der Ordinate erfolgte eine
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Transformation der Wachstumskurve in eine Gerade. Die Gleichung der Geraden ent-
spricht der Wachstumsfunktion L,=L, - ek ‘t, wobei L, die Lédnge der Samenanlagen zu
Beginn der Messungen, L, die Lédnge der Samenanlagen nach der Zeit t und k die Stei-
gung der Geraden ist. Nach Integration der Gleichung erhélt man:

_InL—-InL,
t—t,
Der Faktor k stellt die relative Wachstumsrate dar (BLACKMANN 1919); t—t, ist der Zeit-
raum zwischen zwei Messungen.
Die GroBe der Nucelluszellen wurde durch Planimetrieren der Oberfldche
bestimmt. Dazu wurden je Sorte und Untersuchungszeitpunkt von 10 Fruchtknoten
vom chalazalen Teil des Nucellus Mikrophotographien hergestellt und ausgewertet.

k

Ergebnisse und Diskussion

1. Die Entwicklung des Endosperms

Die Befruchtung des sekundaren Embryosackkerns konnte anhand der Volumen-
vergroBerung bereits 24 h nach dem Aufblithen (Anthese) festgestellt werden (KAssE-
MEYER und STAUDT 1981). Anschliefend wanderte der nunmehr triploide primére Endo-
spermkern in die Mitte des Embryosacks und teilte sich dort am 3.d nach dem
Aufblithen; dies entspricht dem 2. d nach der Befruchtung. Zu einem &hnlichen Ergeb-

|

-

Abb. 1: Primérer Endospermkern, Telophase mit Spindelfasern und unvollstindigem Phragmo-
: plast. 1600 x.

Primary endosperm nucleus, telophase with spindle fibers and incomplete phragmoplast. x 1600.
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nis kam Kim (1967) bei Untersuchungen an Vitis labrusca x V. vinifera cv. Fredonia.
Allerdings konnte Kim die Befruchtung der Eizelle erst 3 d nach der Bestdubung
(= Tag des Aufbliihens) feststellen, und die Teilung des priméren Endospermkerns
fand am 5. d statt. In der Telophase wichen die Tochterkerne in Richtung Mikropyle
beziehungsweise Chalaza auseinander; es entstand ein unvollsténdiger Phragmoplast
(Abb. 1), und die Bildung einer Zellwand unterblieb. Die folgenden Mitosen verliefen,
bezogen auf eine Samenanlage, immer synchron (Abb. 2). Etwa alle 3—4 d teilten sich
die vorhandenen Kerne und bildeten ein polyenergides, nucledres Endosperm (Abb. 3).
Nach den vorliegenden Untersuchungen verlduft die Endospermentwicklung bis etwa
zum 20. d nach dem Aufbliihen nach dem nucledren Typ, wie dies auch von MULAY et
al. (1953) bei Vitis pedata, NiTscH et al. (1960) bei Vitis sp. cv. Concord, NAIR und PARA-
SURAMAN (1962) bei Vitis pallida und OKAMOTO und IMAI (1982) bei Vitis sp. cv. Muscat of
Alexandria gefunden wurde. Die von Kim (1967), RAMIREZ (1968) und BARRIT (1970)
beobachtete helobiale Entwicklung des Endosperms konnte nicht bestétigt werden.

Abb. 2: Synchrone Mitosen der Endospermkerne; nach drei Teilungsschritten sind acht Tochter-
kerne vorhanden, ein Kernpaar liegt auBBerhalb der Bildebene. 440 x.

Synchronous mitoses of the endosperm nuclei; after three karyokineses eight daughter nuclei are
present, one pair of nuclei is not visible. x 440.
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Abb. 3: Die Entwicklung des Endosperms, dargestellt anhand der Zunahme der Anzahl der Endo-

spermkerne vom 3. bis 14. d nach der Anthese; X von 15—20 Einzelwerten der Sorten Weiler Bur-

gunder und Gewilirztraminer; der mittlere Fehler konnte nur einseitig eingetragen werden; — O —
= 1977, — A — = 1978.

Development of éndosperm, presented as increase of the number of endosperm nuclei from the 3rd
to the 14th d after anthesis; X of 15—20 data of the cvs. Weisser Burgunder and Gewilirztraminer;
the standard deviation is given only in one direction; — O — = 1977, and — A — = 1978.

Etwa 20 d nach dem Aufblithen wurde das Endosperm zelluldr. Zur gleichen Zeit
begann die Einlagerung von Lipidtropfen und Stérke in den Vakuolen.

Die Bildung des Proembryos fiel zeitlich mit dem Zelluldirwerden des Endosperms
zusammen. Auch BRINK und COOPER (1947) und ScHULZ und JENSEN (1977) haben bei
den von ihnen untersuchten Objekten eine enge Beziehung zwischen der Embryoent-
wicklung und dem Zelluldrwerden des Endosperms gefunden. Stets folgte die Embryo-
entwicklung dem Zelluldrwerden des Endosperms. Moéglicherweise ist das Endosperm
erst in diesem Stadium imstande, den Embryo optimal zu versorgen. Nach NAGL (1974),
ALPI et al. (1975) und CIONINI et al. (1976) sind Embryonen mit gering entwickeltem Sus-
pensor, wie dies bei Vitis der Fall ist, von der Phytohormonzufuhr aus dem Endosperm
abhingig. Embryonen mit stark differenziertem, polyploidem Suspensor, zum Beispiel
von Phaseolus sp., besitzen dagegen die Fihigkeit, Phytohormone im Suspensor zu
synthetisieren.

Der primére Endospermkern und die Kerne des nucledren Endosperms zeichne-
ten sich durch einen groBen Nucleolus aus. Die Kerne des Endosperms waren ca.
5,6mal groBer (Volumen X=368 pms3) als die der angrenzenden Somazellen (Volumen
X =65 um3). Wahrscheinlich sind die Kerne des Endosperms polyploid, hexaploid. Nach
TSCHERMAK-WOESS und HASITSCHKA (1953), ENZENBERG (1961), RUTISHAUSER (1969) und
NAGL (1970 und 1982) kommt es bei vielen Gattungen im Verlauf der Endosperment-
wicklung zu einer Polyploidisierung.

2. Die Entwicklung des Embryos

Nach der Befruchtung édnderte die Eizelle zunéchst ihr Aussehen nicht. Der groBte
Teil des Zellvolumens der Zygote wurde von einer zentralen Vakuole eingenommen.
Der Zellkern lag am chalazalen Pol in einem schmalen Cytoplasmasaum. Nach ca. 14 d
verkleinerte sich die Zygote und es konnte eine Akkumulation von Cytoplasma um den
Zellkern herum beobachtet werden. Die Abnahme des Volumens der Zygote war die
Folge einer sukzessiven Verkleinerung der zentralen Vakuole, wie es auch JENSEN
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Abb. 4: Proembryo 21 d nach der Anthese; ca = apikale Zelle, cb = basale Zelle. 1600 x .

Proembryo 21 d after anthesis. ca = apical cell, cb = basal cell. x 1600.

(1968) bei Gossypium sp. gefunden hat. Am 19.d besall die Zygote weniger als die
Hailfte ihres urspriinglichen Volumens, das Cytoplasma war sehr dicht und teilweise
stark angeféarbt.

In den meisten Fillen fand die Teilung der Zygote zwischen dem 20. und 21. d nach
dem Aufblithen statt. Von verschiedenen Autoren (KasHyap 1958, Kim 1967) ist der
Zeitraum zwischen Befruchtung und Teilung der Zygote als Ruhephase bezeichnet
worden. Wie die Untersuchungen von KASSEMEYER und STAUDT (1983) aber zeigen,
nahm das Volumen der Zellkerne der Zygoten wihrend dieser Zeit in rhythmischen
Absténden zu. Diese rhythmische Vergrofferung der Kerne der Zygoten konnte als G-,
S-, G,- und Z-Phase des mitotischen Zyklus identifiziert werden. Inwieweit der stark
verzogerte Ablauf des Mitosezyklus mit der Entwicklung des Endosperms korrespon-
diert, soll in weiteren Untersuchungen gepriift werden.

Obwohl die Witterung im Jahr 1977 wiahrend der ersten 20 d nach dem Aufblithen
infolge geringerer Niederschlége, langerer Sonnenscheindauer und hoherer Tagesmit-
teltemperaturen deutlich giinstiger war als 1978, konnten in beiden Jahren keine
Unterschiede bei der Entwicklung der Zygoten und dem Beginn der Proembryobildung
festgestellt werden. Es liegt daher die Vermutung nahe, daf} die Entwicklung nach der
Befruchtung durch im normalen Bereich liegende unterschiedliche Witterungsbedin-
gungen nicht wesentlich beeinfluft wird. Bei dem zweizelligen Proembryo konnte eine
Polarisierung in eine grofiere basale und eine kleinere apikale Zelle (cellule basale und
cellule apicale) beobachtet werden (Abb. 4). Aus der basalen Zelle entwickelte sich der
Suspensor. Er bestand aus vier Zellen und war an der Nucelluskalotte inseriert.

Die Entwicklung des Embryos begann mit der Teilung der apikalen Zelle. Die
ndchste Teilung fand wéihrend der folgenden 24 h statt. Danach setzte eine rege Zelltei-
lung ein, bei der in weiteren 2 d-vier Teilungsschritte durchlaufen wurden. In diesem
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Abb. 5: Embryo 24 d nach der Anthese. 640 x.
Embryo 24 d after anthesis. x 640.

Stadium hatte der Embryo eine kugelférmige Gestalt (Abb.5). Die Bildung des
Embryos nach dem Astereen-Typ (RUTISHAUSER 1969) konnte, wie KASHYAP (1958), NAIR
und PARASURAMAN (1962), Kim (1967) und RAMIREZ (1968) auch bei anderen Vitis-Arten
beziehungsweise Gattungen der Vitaceae festgestellt haben, bestéatigt werden.

3. Das Wachstum der Samenanlagen

Sofort nach der Befruchtung begannen die Samenanlagen zu wachsen. In Abb. 6
und 7 ist ein starker Anstieg der relativen Wachstumsrate direkt nach der Befruchtung
zu erkennen. Er wird durch das sofortige Einsetzen des Zellteilungswachstums im
Nucellus ausgelost. Die Samenanlagen unbefruchteter und verrieselter Fruchtknoten
zeigten dagegen nur einen ganz geringen Anstieg der relativen Wachstumsrate
(Abb. 8). Man kann daher die Befruchtung als auslésendes Moment der mitotischen
Aktivitdt ansehen. Da aber auch in unbefruchteten und verrieselten Fruchtknoten
eine, zwar sehr geringe, Steigerung der relativen Wachstumsrate auftrat, konnte viel-
leicht ein gewisser Anteil der Stimulierung des Wachstums auf die in die Samenanla-
gen gewachsenen Pollenschlduche zurtlickgefiihrt werden. Denn in ca. 95 % aller unter-
suchten unbefruchteten und verrieselten Fruchtknoten wurden Pollenschléduche beob-
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Abb. 6: Wachstum der Samenanlagen der Sorte Weiler Burgunder (halblogarithmisch) und relative
Wachstumsrate; V = Tag vor der Anthese, A = Tag der Anthese, X von 25 Einzelwerten; — O — =

1977, — A — = 1978, — A — = 1977 und 1978 iibereinstimmende Werte.
Growth of ovules of cv. Weisser Burgunder (semilogarithmic) and relative growth rate; V = day
before anthesis, A = day of anthesis, X of 25 data; — O — = 1977, — A — = 1978, — A — =

corresponding data in 1977 and 1978.

achtet, die zum Teil sogar bis an den Eiapparat gewachsen waren (KASSEMEYER und
StAUDT 1982).

Zwischen dem 5. und 6.d nach dem Aufblithen stieg die relative Wachstumsrate
erneut an. Sie erreichte bei beiden Sorten in beiden Jahren um den 7. d ein Maximum.
Zu dieser Zeit wurde das Zellteilungswachstum im Nucellus durch ein intensives Zell-
streckungswachstum abgelost (Abb. 9). Die Nucelluszellen blieben bis etwa 10 d nach
dem Aufbliihen meristematisch. Danach setzte mit der Zellstreckung eine starke
Vakuolisierung ein. Die maximale Gréfie erreichten die Nucelluszellen 18 bis 20 d nach
dem Aufbliihen.

Der Beginn des Zellstreckungswachstums steht moglicherweise in kausalem
Zusammenhang mit einer Akkumulation von Phytohormonen im Samen und Endo-
sperm. Nach NiITScH et al. (1960), ALLEWELDT und HIFNY (1972) und ALLEWELDT (1977)
steigt bei Vitis der Auxinspiegel in den Beeren ca. 10 d nach dem Aufbliihen an.

Zwischen dem 14. und 16.d nach dem Aufbliilhen begann mit einem intensiven
Zellstreckungswachstum die Entwicklung der Testa und die Differenzierung der Inte-
gumente. Die Zellen des duBleren Integuments begannen mit der Ausbildung einer
sekundéren Zellwand, die mit zahlreichen Tiipfeln versehen war. Vom 18. bis 20.d an
bildeten diese Zellen eine Sklerenchymscheide um Nucellus und Embryosack, die
besonders am mikropylaren Pol stark ausgebildet war. Die Hypostasis vergrofierte sich
im Verlauf der Integumententwicklung und wuchs in das Nucellusgewebe ein. Sie ist
fiir den Stofftransport zwischen Phloem und Xylem sowie Nucellus und Endosperm
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mit Embryo von groBer Bedeutung (TiLToN 1980). Zugleich setzte nochmals ein starkes
Zellstreckungswachstum der Nucelluszellen ein. Die Entwicklung der Testa und das
erneute Wachstum der Nucelluszellen fiihrten zu einem weiteren, dritten Maximum
der relativen Wachstumsrate.
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Abb. 7: Wachstum der Samenanlagen der Sorte Gewiirztraminer (halblogarithmisch) und relative
Wachstumsrate; V = Tag vor der Anthese, A = Tag der Anthese, X von 25 Einzelwerten; — O — =
1977, — A — = 1978, — A — = 1977 und 1978 libereinstimmende Werte.

Growth of ovules of cv. Gewiirztraminer (semilogarithmic) and relative growth rate; V = day before
anthesis, A = day of anthesis, X of 25 data; — O — = 1977, — A — = 1978, — A — = correspon-
ding data in 1977 and 1978.
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Abb. 8: Wachstum der Samenanlagen unbefruchteter und verrieselter Fruchtknoten (halblogarith-

misch) und relative Wachstumsrate; V = Tag vor der Anthese, A = Tag der Anthese; X von 50 Ein-

zelwerten der Sorten Weiler Burgunder und Gewiirztraminer; der mittlere Fehler konnte nur ein-

seitig eingetragen werden; — O — = 1977, — A — = 1978, — A — = 1977 und 1978 iibereinstim-
mende Werte.

Growth of the ovules of unfertilized and abscissed ovaries (semilogarithmic) and relative growth

rate; V = day before anthesis, A = day of anthesis; X of 50 data of the cvs. Weisser Burgunder and

Gewiirztraminer, the standard deviation is given only in one direction; — O — = 1977, — A — =
1978, — A — = corresponding data in 1977 and 1978. ’
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Abb. 9: Wachstum der Zellen des Nucellus (halblogarithmisch), V = Tag vor der Anthese, A = Tag
der Anthese; X von 25 Einzelwerten der Sorten Weiler Burgunder und Gewiirztraminer; — O — =

1977, — A — = 1978, — A — = 1977 und 1978 iibereinstimmende Werte.
Growth of cells of the nucellus (semilogarithmic); V = day before anthesis, A = day of anthesis;
% of 25 data of the cvs. Weisser Burgunder and Gewlirztraminer; — O — = 1977, — A — = 1978,
— A — = corresponding data in 1977 and 1978.

Wihrend die ersten beiden Maxima der relativen Wachstumsrate keine Jahresun-
terschiede zeigten, trat das dritte Maximum im Jahr 1978 bei beiden Sorten 2 d spéter
auf (Abb. 6 und 7). Moglicherweise ist dies auf einen Temperaturriickgang zuriickzu-
fiihren, der bei der Sorte Gewilirztraminer um den 9. d und bei der Sorte WeiBler Bur-
gunder um den 14. d nach dem Aufblithen auftrat. Die Wachstumsverzogerung wurde
wihrend des dritten Maximums aufgeholt, so dafl die Samenanlagen am 18. d die glei-
che Grofle wie im Vorjahr erreicht hatten.

Zusammenfassung

In Fruchtknoten und jungen Beeren definierten Alters, bezogen auf den Tag der
Anthese als Tag 0, wurde bei den cv. Weiler Burgunder und Gewilirztraminer in zwei
Jahren die Entwicklung des Endosperms, des Embryos und der Samenanlagen unter-
sucht.

Der Mitosezyklus der Zygoten dauerte, unabhéngig von den unterschiedlichen
Witterungsbedingungen, in beiden Jahren ca. 20 d. Nach der Cytokinese der Zygote
begann die Entwicklung des Embryos mit einer regen Zellteilung. In 3 d wurden fiinf
Teilungsschritte durchlaufen. Der primére Endospermkern begann sich dagegen
bereits 2 d nach der Befruchtung, 3 d nach der Anthese, nachdem er in die Mitte des
Embryosacks gewandert war, zu teilen. Zunichst entwickelte sich das Endosperm
durch freie Kernteilung, bei der sich alle 3—4 d die vorhandenen Kerne synchron teil-
ten. Verglichen mit dem Volumen der Kerne der angrenzenden Nucelluszellen kénnen
die Kerne des Endosperms als polyploid angesehen werden. Kurz vor der Proembryo-
bildung, am 20.—21. d nach der Anthese, wurde das Endosperm zellulér.

Das Wachstum der Samenanlagen wurde durch die Befruchtung ausgeldst. Inner-
halb der ersten 22 d konnten drei Maxima der relativen Wachstumsrate festgestellt
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werden. Das erste Maximum zeigte kein unterschiedliches Verhalten in beiden Jahren.
Das zweite lag 1978 deutlich unter dem des Jahres 1977 und das dritte trat 1978 2 d spi-
ter auf, erreichte aber einen hoheren Wert, so dafl die Samenanlagen in beiden Jahren
nach 18 d iibereinstimmende Werte aufwiesen. Es kann angenommen werden, daf} als
Voraussetzung fiir die Entwicklung des Embryos das Endosperm zelluldr geworden
sein muf und die Samenanlagen eine bestimmte Grofie erreicht haben miissen.

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung des Forschungsringes des Deutschen Wein-
baues durchgefiihrt.
Frau B. WiesmANN-PIENING danken wir fiir ihre gewissenhafte Mitarbeit.
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