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Development of the embryo sac and fertilization in grapevine

Summary. — The development of embryo sacs has been described. At the
beginning of flowering they consist of two synergids, the egg cell and the secondary
embryo sac nucleus. Investigations with the cvs. Gewiirztraminer, Weisser Burgunder
and a hybrid Miiller-Thurgau X V. armata showed equal volumes of the nuclei of the
egg cells at the beginning of flowering. 24 h thereafter, the volume of the egg cell
nuclei was 1.53 times enlarged in the pollinated ovaries. This enlargement can be ex-
plained by the duplication of the DNA content which is due to fertilization. An increase
of the volume (1.76 times) was also observed in the secondary embryo sac nuclei of the
pollinated ovaries. On the other hand, the ovaries which were not pollinated showed
no enlargement of the volume of the egg cell nuclei and the secondary embryo sac
nuclei. 4 d after the beginning of flowering, the unfertilized egg cells began to degene-
rate. In consideration of the temperatures during the day when flowering began,
fertilization occurred 12-24 h after the opening of the flowers.

Einleitung

Bei der Mehrzahl der Rebsorten ist die Befruchtung eine unabdingbare Voraus-
setzung fiir die normale Entwicklung der Beeren. Aus der Verschmelzung des ei-
nen ménnlichen Gametenkerns mit dem Kern der Eizelle geht die diploide Zygote
und aus der Verschmelzung des anderen ménnlichen Kerns mit dem sekundéiren
Embryosackkern der triploide primidre Endospermkern hervor. Im AnschluB an
diese doppelte Befruchtung beginnt die Samenentwicklung, in deren Verlauf sich
aus der Zygote der Embryo, aus dem primédren Endospermkern — und Cytoplasma
— das Endosperm, aus den Integumenten die Testa und aus den Karpellen das
saftige Perikarp entwickelt.

Auf did Bedeutung der Befruchtung fiir die Samen- und Beerenentwicklung hat
schon MovLLer-THURGAU (1883) hingewiesen. In der Folge wurde von vielen Autoren
schlechter Beerenansatz durch Verrieselung auf Stérungen der Befruchtung zu-
riickgefiihrt, ohne daB dafiir die cytologischen Beweise erbracht worden waren
(SarTorius 1926, Kosrer 1961, 1966, HucLiN und BartHazZARD 1963, WiLneLm 1963). Um
den Ursachen der Stérungen der Samen- und Beerenentwicklung nachgehen zu kén-
nen, war es notwendig, zunéchst den Ablauf der Befruchtung genau zu analysieren.
Auch war es wichtig zu kldren, wann bei Reben die Befruchtung stattfindet.

Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden an zwei zwittrigen Sorten und einem weiblichen
Klon aus einer interspezifischen Kreuzungsnachkommenschaft durchgefiihrt:
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Vitis vinifera L. cv. WeiBer Burgunder (WB)
Vitis vinifera L. cv. Gewlirztraminer (GE)
Vitis vinifera L. cv. Miiller-Thurgau X V. armata Diets et Gie (MT X A)

Um exakte, statistisch gesicherte Angaben iiber den Verlauf der Befruchtung
machen zu kénnen, muite das Versuchsmaterial, die einzelnen Bliiten, von vergleich-
barem Alfer sein. Hierzu wurden Infloreszenzen ausgewihlf, die am 4. Trieb der
Bogrebe inseriert waren und am gleichen Tag mit dem Aufbliihen begonnen hat-
ten. An diesen Infloreszenzen wurden nur diejenigen Bliiten belassen, die an einem
bestimmten Tag aufgebliiht waren. Auf diese Weise wurde erreicht, daB nur Blii-
ten mit synchroner Entwicklung zu den Versuchen herangezogen wurden. Als Zeit-
punkt der Bestiubung wurde bei den zwittrigen Sorten WB und GE das Offnen
und Abwerfen der Blumenkrone angenommen, obwohl aus anderen Untersuchun-
gen bekannt ist, daB die Bestdubung auch schon vor diesem Zeitpunkt stattfinden
kann (Staupt, unverdffentlicht). Der weibliche Klon MT X A wurde zu gezielten Be-
stdubungsexperimenten herangezogen. Durch die Verwendung eines weiblichen
Klons konnten K der Zeitpunkt der Bestdubung genau festgelegt und eventuelle
schédliche Einfliisse des Kastrierens auf die Entwicklung der Fruchtknoten mit Si-
cherheit ausgeschlossen werden.

Die Bliiten wurden erstmalig am Tag des Aufblithens um 12.00 fixiert. Danach
wurde alle 24 h zum selben Zeitpunkt fixiert. Da es nicht mdoglich ist, fiir eine Bliite
den Tag des Aufbliihens im voraus zu bestimmen, kénnen keine exakten Angaben
iiber die Entwicklung der Samenanlagen vor dem Aufblithen gemacht werden. Die
Entwicklung der Embryoséicke wurde ab ca. 14 d vor dem Aufbliihen untersucht. Da
es sich hierbei nicht um synchronisierte Bliiten handelt und nach unveréffentlichten
Untersuchungen (Staupt) 95 % der Bliiten einer Infloreszenz innerhalb von 7 d auf-
bliihen, verstehen sich im folgenden die Zeitangaben 14 bzw. 7 d stets + 6 d.

Das Untersuchungsmaterial wurde in FPA (Formaldehyd : Propionsiure : Atha-
nol im Verhidltnis 5 : 5 : 90) fixiert und in Paraffin eingebettet. Die Schnittdicke
betrug 12—18 um, die Farbung erfolgte mit Hdmatoxylin nach Delafield.

Die Volumenbestimmung der Zellkerne erfolgte durch Messung der lings (a),
quer (b) und senkrecht (c) zur Bildebene stehenden Radien (Tscuermak-WoEss 1954).
Da die Kerne im allgemeinen die Form eines Ellipsoids besitzen, wurde das Volu-
men nach der Gleichung V :%n a - b+ ¢ errechnet. Je Sorte und Untersuchungstag
wurden die Volumina von 20 Zellkernen bestimmt. Die Mittelwerte wurden mit
Hilfe der Varianzanalyse verglichen. Die Signifikanz der Mittelwertsdifferenzen
wurde mit dem t-Test gepriift. Es wurden folgende Signifikanzstufen verwendet:

P> 0,05 =NS;P <0,05=%P 0,01 =%;P <0,001 = #+*

Ergebnisse

Entwicklung des Embryosacks bis zur Befruchtung

Zu Beginn der Untersuchungen, ca. 14 d vor dem Aufbliihen, wurde in den
Samenanlagen stets eine sich durch ihre Grofle auszeichnende Embryosackmutter-
zelle beobachtet, die von mehreren Archespormutterzellen umgeben war (Abb. 1).
In den Embryosackmutterzellen findet ca. 7 d spiter die Meiose statt. Nach Ab-
lauf der Meiose degenerieren drei Makrosporen, und die chalazale Makrospore ent-
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Abb. 1: Léngsschnitt durch eine Samenanlage von Gewdiirztraminer mit Embryosack-
mutterzelle, 14 * 6 d vor dem Aufbliihen. 1400 X.

Longitudinal section of an ovule of Gewlirztraminer with megaspore mother cell. 14 *

6 d before opening of the flowers. X 1400.
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Abb. 2: Langsschnitt durch eine Samenanlage von Gewiirztraminer mit chalazaler Ma-
krospore wiahrend der Mitose, 7 = 6 d vor dem Aufbliihen. 1600 X.
Longitudinal section of an ovule of Gewiirztraminer with chalazal megaspore during
mitosis, 7 = 6 d before opening of the flowers. X 1600.
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Abb. 3 (links): Langsschnitt durch einen Embryosack von Weilem Burgunder; Syner-
giden am Tag des Aufbliihens. 1400 X.

Abb. 4 (rechts): Lingsschnitt durch einen Embryosack von Weilem Burgunder; Eizelle
(E) und Synergiden. 1400 X.

Fig. 3 (left): Longitudinal section of an embryo sac of Weisser Burgunder; synergids at
the day of opening of the flowers. X 1400.
Fig. 4 (right): Longitudinal section of an embryo sac of Weisser Burgunder; egg cell
and synergids. X 1400.

wickelt sich zur Embryosackzelle (Abb. 2). In drei Kernteilungsschritten geht da-
raus ein achtkerniger Embryosack hervor.

Zum Zeitpunkt des Aufbliihens besteht der Embryosack aus der Eizelle, den
beiden Synergiden und dem sekunddren Embryosackkern. Die Entwicklung ent-
spricht dem Polygonum-Typ nach Mauesawar: (1950). Die Antipoden degenerieren,
wie dies von KM (1962) und Pratr (1971) beschrieben wurde, bereits vor der Anthese
und werden resorbiert.

Die Synergidenzellen sind mit ihrer spindelférmigen Basis an der Nucelluska-
lotte inseriert, ihr chalazaler Pol ist keulenformig verdickt. Die Zellkerne, deren
Nucleoli sehr grof3 sind, liegen in der Mitte der Zelle zwischen zwei grolen Va-
kuolen (Abb. 3). Die Eizelle liegt den Synergiden seitlich an und ist ebenfalls an
der Nucelluskalotte inseriert. Sie {iberragt mit ihrem chalazalen Scheitel die Syner-
giden. Der grolte Teil des Zellumens wird von einer groflen Vakuole eingenom-
men. Im wandsténdigen Cytoplasmabelag des chalazalen Pols liegt der Zellkern
(Abb. 4).

Nach der Verschmelzung der beiden Polkerne, die in der Mitte des Embryosacks
erfolgt (Abb. 5), wandert der sekundidre Embryosackkern zum Eiapparat. Dieser
Vorgang findet ca. 1 d vor dem Aufblithen statt. Zum Zeitpunkt des Aufbliihens
liegt der sekunddre Embryosackkern, der durch seine GrofBle und seinen grofien
Nucleolus auffillt, in einem Cytoplasmastrang unmittelbar iiber dem Eiapparat
(Abb. 6).
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Abb. 5 (links): Lingsschnitt durch einen Embryosack von Gewiirztraminer; Verschmel-
zung der Polkerne ca. 1 d vor dem Aufblithen. 1400 X.
Abb. 6 (rechts): Langsschnitt durch einen Embryosack von Gewdlirztraminer; Eiapparat,
sekundidrer Embryosackkern (SE), Eizelle (E) am Tag des Aufbliihens. 1400 X.

Fig. 5 (left): Longitudinal section of an embryo sac of Gewlirztraminer; fusion of the
polar nuclei ca. 1 d before opening of the flowers. X 1400.
Fig. 6 (right): Longitudinal section of an embryo sac of Gewlirztraminer; egg apparatus,
secondary embryo sac nucleus (sE), egg cell (E) at the day of opening of the flowers.
X 1400.

Befruchtung

In 95 % der untersuchten Samenanlagen konnten 1 d nach dem Aufbliihen im
Embryosack ein oder zwei Pollenschlduche beobachtet werden. Sie dringen an der
Basis der Synergiden in den Embryosack ein und legen sich den Synergiden an.
Die Spitzen der Pollenschlduche schwellen keulenformig an und platzen auf (Abb.
7). Spermakerne konnten in keinem Fall identifiziert werden. Die Kerne der Syner-
giden, denen ein geplatzter Pollenschlauch anliegt, degenerieren ungefidhr 1 d nach
dem Eindringen der Pollenschlduche in den Embryosack. In den Synergiden, an
denen die Pollenschlduche nicht aufgeplatzt sind, bleiben die Zellkerne bis zum 8. d
morphologisch unveréndert.

Alle Versuche, durch unterschiedliche Reaktionen auf verschiedene Anfidrbun-
gen die unbefruchteten oder befruchteter: Eizellen selektiv anzuférben, um dadurch
den Zeitpunkt der Befruchtung bestimmen zu konnen, sind fehlgeschlagen. Daher
wurden Messungen des Volumens der Eizellkerne vorgenommen. Diese Messungen
ergaben, dal3 die Volumina am Tag vor dem Aufbliihen und am Tag des Aufbliihens
tibereinstimmten (P > 0,05). In den folgenden 24 h nahm das Volumen der Eizell-
kerne in den Embryosédcken, in die Pollenschlduche gewachsen waren, auf das
1,53fache zu (P < 0,001). Von diesem Zeitpunkt an bis zum 4. d nach dem Aufblii-
hen verdnderten sich die Volumina der Eikerne nicht (Tabelle 1).
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Abb. 7: Langsschnitt durch einen Embryosack von WeiBem Burgunder, 1 d nach dem
Aufblithen. Aufgeplatzter Pollenschtauch. 1600 X.

Longitudinal section of an embryo sac of Weisser Burgunder, 1 d after opening of the
flowers. Discharged pollen tube. X 1600.

Tabelle 1

Volumina der Kerne der Eizellen (¢m®) am Tag vor dem Aufblithen (V), am Aufbliih-
tag (A) und am 1.—4. d nach dem Aufblithen - WB = WeiBer Burgunder, GE = Gewlirz-
traminer, MT X A + = Miiller-Thurgau X V. armata, bestdaubt, MT X A — = Miil-
ler-Thurgau X V. armata, unbestdubt - Die Signifikanzstufen beziehen sich auf die
Differenz zum Vortag (X von 40 Einzelwerten der Jahre 1977 und 1978)

Volumes of the nuclei of the egg cells (um’) 1 d before flowering (V), at the day of
opening of the flowers (A) and at the 1st—4th d after opening of the flowers - WB =
Weisser Burgunder, GE = Gewlirztraminer, MT X A + = Miiller-Thurgau X V. armata

pollinated, MT X A — = Miiller-Thurgau X V. armata not pollinated - The levels of
significance are given for the difference to the preceding day (X of 40 datas of 1977 and
1978)
WB GE MT X A + MT X A —
X s x s x s X s
v 61,7 78 62,9 6,3 62,4 4,7 62,6 b3
A 62,2 NS 9,7 63,2 NS 9,0 60,9 NS 8,9 60,8 NS 8,9
1.d g1.8%= 8,1 90,4*** 6,6 91,79+ 2,6 60,1 NS 46
2.d 893 6,4 93,5 8,1 96,5 8,9 61,7 6,3
3.4 951 7,1 90,1 6,7 94,3 77 59,8 42

4.d 93,1 5,9 93,9 4,8 92,7 8,2 58,1 7,8
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Tabelle 2

Volumina der sekundiren Embryosackkerne (um’) am Tag des Aufbliihens (A) und am

1. d nach dem Aufbliihen - Abkiirzungen der Rebsorten s. Tabelle 1 - Die Signifikanzstu-

fen beziehen sich auf die Differenz zum Vortag (X von 40 Einzelwerten der Jahre 1977
und 1978)

Volumes of the secondary embryo sac nuclei (um’) at the day of opening of the flowers
(A) and at the 1st d thereafter - Abbreviations for the cvs. see Table 1 - The levels of
significance are given for the difference to the preceding day (X of 40 datas of 1977 and

1978)
WB GE MT X A + MT X A —
x s x s x s b s
A 501,2 26,6 508,3 17,9 4993 14,1 506,7 21,3
1.d 908,4*** 47,8 897 4%** 37,5 9114 61,3 563,6 45,1

Zwischen den untersuchten Sorten WB und GE und den beiden Untersuchungs-
jahren konnten keine signifikanten Unterschiede (P > 0,05) festgestellt werden.

In den beiden Varianten des Klons MT X A zeigten die Kerne der Eizellen am
Tag des Aufbliihens die gleichen Volumina wie bei den Sorten WB und GE. Am 1. d
nach dem Aufblithen war bei der bestdubten Variante eine signifikante (P < 0,001)
Vergroflerung der Volumina der Eizellkerne zu verzeichnen, Die Kerne der unbe-
stdubten Variante zeigten dagegen keine Vergrofierung, die Volumina vom Tag des
Aufbliihens und vom 1. d stimmten {iberein (Tabelle 1). Vom 3. d nach dem Aufblii-
hen an wurde eine Abnahme des Volumens der Eizellkerne festgestellt. Moglicherwei-
se waren die Eizellen bis zu diesem Termin befruchtungsfihig und begannen, nach-
dem keine Befruchtung erfolgt war, zu degenerieren.

In den Embryosidcken mit signifikanter Vergrofierung der Eizellkerne wurde
gleichzeitig eine VergroBerung der Volumina der sekundidren Embryosackkerne
beobachtet (Tabelle 2).

Diese Zunahme des Volumens auf das 1,76fache, die wihrend der ersten 24 h
nach dem Aufblithen auftrat, war mit P < 0,001 signifikant. In der unbestdubten
Variante vergroflert sich der sekundire Embryosackkern nach dem Aufblithen nur
wenig.

Diskussion

Nach TscHerMAk-Worss und HasitscHkA (1953), Van't Hor und Sparrow (1963)
sowie NacrL und Eurenporrer (1973, 1974) kann das Volumen von Zellkernen zur Be-
stimmung der Polyploidiestufe herangezogen werden. Die Untersuchungen von
Howarp und PerLc (1953) haben gezeigt, dal zwischen den Mitosen Phasen unter-
schiedlicher DNA-Synthese-Aktivitidt auftreten: G,-Phase, DNA-Synthese und G,-
Phase. TscHerMak-Woess und DorezaL 1956) und NacL 1967, 1968) stellten zwischen
den Kernen der G,- und G,-Phase Unterschiede in den Volumina fest, die auf die
DNA-Replikation zurlickzufiihren sind. Bei Vicia faba waren die Volumina der G,-
Kerne 1,82mal, bei Pinus sp. 1,61mal, bei Allium carinatum 1,64mal und bei Vitis
vinifera (Staupr, unverdffentlicht) 1,65mal so grof3 wie die der G,-Kerne.

Da es bei der Befruchtung zu einer Verdoppelung der DNA kommt, kann eine
Volumenvergrofierung der Eikerne als Beweis fiir die erfolgte Befruchtung herange-
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zogen werden. In den Kernen der Eizellen bestdubter Fruchtknoten wurde 24 h nach
dem Aufbliihen eine Vergrofierung des Volumens um das 1,53fache festgestellt. Die-
se VergroBlerung stimmt mit den oben genannten Werten weitgehend iiberein.
Gleichzeitig mit der Befruchtung der Eikerne wurde in allen Embryoséicken eine
Vergroflerung der Volumina der sekundidren Embryosackkerne beobachtet. Es fand
also stets eine doppelte Befruchtung statt.

Nach den Untersuchungen iiber die Abhingigkeit des Pollenschlauchwachstums
von der Temperatur in vivo (Stauprt, in Vorbereitung) hatten bei den am Tag des
Aufbliihens herrschenden Temperaturen die Pollenschlduche nach 12 h die Samen-
anlagen erreicht. Somit muB8 die Befruchtung 12—24 h nach dem Offnen der Blii-
ten stattgefunden haben. In den nicht bestdubten Fruchtknoten trat niemals eine
VergroBerung des Kernvolumens der Eizellen auf. Die geringe Volumenzunahme
der nicht befruchteten sekunddren Embryosackkerne kann auf einer abnormen
Vakuolenbildung beruhen, wie sie von Sterren (1951) flir Impatiens glanduligera
beschrieben worden ist.

Zusammenfassung

Die Entwicklung der Embryosédcke wurde beschrieben. Zum Zeitpunkt des Auf-
bliihens bestehen sie aus den Synergiden, der Eizelle und dem sekundédren Embryo-
sackkern. Bei den untersuchten Sorten Gewiirztraminer, Weiler Burgunder und ei-
nem Bastard Miiller-Thurgau X V. armata wurden ﬁbqreinstimmende Werte fir das
Volumen der Kerne der Eizellen zum Zeitpunkt des Aufbliihens festgestellt. Inner-
halb von 24 h nach dem Aufbliihen trat in den bestdubten Fruchtknoten eine Ver-
groflerung des Volumens der Eizellkerne auf das 1,53fache auf. Diese Vergrofie-
rung wird mit einer Verdoppelung des DNA-Gehaltes infolge der Befruchtung er-
klart. Auch bei den sekundiren Embryosackkernen wurde in den bestdubten Frucht-
knoten eine Zunahme des Volumens (1,76fach) beobachtet. In unbestidubten Frucht-
knoten traten keine Volumenvergrofierungen der Eizellkerne und der sekundéren
Embryosackkerne auf. 4 d nach dem Aufbliihen begannen die unbefruchteten Ei-
zellen zu degenerieren. Unter Berilicksichtigung der am Tag des Aufbliihens herr-
schenden Temperaturen hat die Befruchtung 12—24 h nach dem Offnen der Bliiten
stattgefunden.

Wir danken Frau Wiesmann-Piening fiir ihre gewissenhafte Mitarbeit.
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