






Kapitel 2: Analyse generativer Merkmale von interspezifischen Cyclamen Hybriden 

2.3 Material und Methoden 

 

2.3.1 Pflanzenmaterial 

Acht C. persicum-Sorten (2n=2x=48) wurden mit den Wildarten C. purpurascens MILL. 

(2n = 2x = 34) oder C. hederifolium AIT. (2n = 2x = 34) als väterlicher Partner kombiniert. 

Kreuzungsarbeiten, In-vitro-Arbeiten, Anzucht und Kultivierung der Hybriden erfolgten 

zeitgleich unter identischen Bedingungen.  

 

Kreuzungskombinationen: 

A- C. persicum cv. `Miracle Purple` x C. hederifolium 

B- C. persicum cv. `Sierra Scarlet` x C. hederifolium 

C- C. persicum cv. `Sierra Rose` x C. hederifolium 

 

Fotos: A. Ewald 
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E- C. persicum cv. `Halios` magenta x C. purpurascens 

F- C. persicum cv. `Halios` rot x C. purpurascens 

G- C. persicum cv. `No Name` rot x C. purpurascens 

H- C. persicum cv. `Maxora` rot x C. purpurascens 

 

 

Fotos: A. Ewald 
 

 

Die interspezifischen Hybriden entstanden nach einer Methode von Ishizaka und Uematsu 

(1990, 1992). Der Nachweis des Ploidiegrades erfolgte vor Beginn der Untersuchungen 

durch Bestimmung des relativen DNA-Gehaltes mit einem Ploidy Analyzer PA (Partec, 

Münster, Germany) und der somatischen Chromosomenzahl. Amphidiploide Hybriden 

entstanden spontan während des Embryo rescue.  

 

 

2.3.2 Methoden 

 

2.3.2.1 Pollenvitalität  

Von den Kreuzungspartnern wurden jeweils zehn Pflanzen und von jeder 

Kreuzungskombin- ation 25 amphiploide Pflanzen (2n = 2x = 41) analysiert. Aus den 

Kombinationen A, C, F und G wurden jeweils zehn amphidiploide Pflanzen (2n = 4x = 82) 

geprüft. 
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In den anderen Kombinationen waren keine amphidiploiden vorhanden. Von jeder Pflanze 

wurde ein Pollengemisch von je drei Blüten ein bis drei Tage vor Anthesebeginn bis 

unmittelbar zu Anthesebeginn verwendet. Die Proben wurden dreimalig im Abstand von 

zwei Monaten (Dezember, Februar und April) gewonnen und ausgewertet. Die 

Bestimmung der Pollenvitalität (PV) erfolgt nach Kison und Franke (1980) mittels 

Fluoreszeindiacetat (FDA). Zur Auswertung kamen 3x300 Pollenkörner je Pollenprobe. 

Dabei galten die grün-gelb fluoreszierenden Pollenkörnern als vital und schwach bzw. 

nicht fluoreszierende als nicht vital.  

 

 

2.3.2.2 Vitalität der Samenanlagen 

Von jedem Genotyp wurden, mit Ausnahme der mütterlichen Partner, von sechs Pflanzen 

jeweils drei Blüten pro Pflanze analysiert. Von C. persicum konnten nur drei Sorten 

einbezogen werden. Die Fruchtknoten wurden einen Tag vor der Anthese isoliert und die 

Placenta mit Samenanlagen für drei Stunden dunkel bei 35°C in 1%iger TTC-Lösung 

(2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid) gefärbt. Rot gefärbte Samenanlagen wurden als vital 

eingestuft.  

 

 

2.3.2.3 Mikrosporogenese 

Von jeder Kreuzungskombination wurden 5-7 Pflanzen mit unterschiedlicher PV 

ausgewählt. Vergleichende Untersuchungen erfolgten an den Kreuzungseltern (3-5 

Pflanzen). Von jeder Pflanze wurden 2-3 Blüten analysiert und 40 Pollenmutterzellen 

(PMZ) ausgewertet. Für die Analyse der frühen Stadien der Pollenbildung wurden Blüten 

verwendet, deren Petalen ca. 1 mm sichtbar waren. Für die Tetradenanalyse hatten die 

Petalen eine Größe von ca. 3 mm. Die Antheren wurden in einem Gemisch aus Ethanol 

(90%ig) und Essigsäure (99%ig) im Verhältnis (3:1) für mindestens 24 Stunden bei +4°C 

fixiert. Die Färbung erfolgte mit 3,8%iger Karminsalzsäure für zwei Tage bei +4°C. Zur 

mikroskopischen Auswertung wurde zusätzlich mit 4%iger Karminessigsäure gefärbt.  
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2.3.2.4 Mikroskopische Analysen 

Die Untersuchungen wurden mit einem Leitz DM RB Mikroskop unter 

Auflichtfluoreszenz oder Durchlicht durchgeführt. 

 

 

2.3.2.5 Statistische Analysen  

Für die statistsiche Analyse der Daten wurde das Software-Paket Statistika 6.1 (Statsoft, 

Tulsa, USA) verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte durch einfaktorielle 

Varianzanalysen und anschließende Mittelwertvergleiche mittels Tukey HSD Test bei α = 

0,05 und Korrelationsanalysen.  

 

 

2.4 Ergebnisse 

 

2.4.1 Pollenvitalität 

Die mittlere Pollenvitalität (PV) der Kreuzungseltern variierte genotypabhängig (Abb. 1). 

Der Abnahmetermin hatte keinen Einfluss. Die signifikant geringste PV zeigten C. 

purpurascens mit 46,4% und C. persicum „Halios“ magenta (Hm) und „Maxora“ rot (Mr) 

mit 44,6% und 43,7%.  
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Abb. 1. Vergleich der mittleren Pollenvitalität der Kreuzungseltern C. persicum: Miracle Purple = Mp, 

Sierra Scarlett = SS, Sierra Rose = SR, Halios magenta = Hm, Halios rot = Hr, No Name rot = Nr und 

Maxora rot = Mr; Die Varianzanalyse ergab einen signifikanten Effekt: F (8, 18) = 34,916, p = 0,000; 

(Werte mit unterschiedlichen Buchstaben sind bei p≤0,05 signifikant voneinander verschieden)    

 
 
Bei den amphiploiden Hybriden war die mittlere PV sehr niedrig. Werte von 5,3% wurden 

nicht überschritten (Abb. 2). Die Kombinationen mit C. hederifolium (A, B, C) hatten im 

Mittel eine höhere Vitalität als die mit C. purpurascens. Die geringste mittlere PV hatten 

Pflanzen der Kombinationen E und H mit 2,2% (Min = 0,32, Max = 7,57%) und 1,5% 

(Min = 0,07, Max = 4,56%) 
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Abb. 2. Vergleich der mittleren Pollenvitalität amphiploider Hybriden aus verschiedenen 

Kreuzungskombinationen; Die Varianzanalyse ergab einen signifikanten Effekt: F (6, 168) = 

6,7386, p=0,000; (Werte mit unterschiedlichen Buchstaben, sind bei p≤0,05 signifikant 

voneinander verschieden)  

 

 

Im Gegensatz zu den amphiploiden hatten die amphidiploiden Pflanzen eine signifikant 

höhere PV (Abb. 3). Dieser variierte im Mittel zwischen 29,1% und 59,5%. Pflanzen aus 

den Kombinationen C. persicum  x C. hederifolium hatten auch hier eine höhere PV (35,1-

59,5%). Kombination C zeigte mit 59,5% die signifikant höchste PV. 
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Abb. 3. Vergleich der Pollenvitalität amphidiploider Hybriden aus verschiedenen 

Kreuzungskombinationen. Die Varianzanalyse ergab einen signifikanten Effekt: F (3, 36) = 

71,672, p=0,000; (Werte mit unterschiedlichen Buchstaben, sind bei p≤0,05 signifikant 

voneinander verschieden).    

 

 

2.4.2 Vitalität der Samenanlagen 

Die mittlere Vitalität der Samenanlagen war genotypabhängig (Abb. 4). Von den 

Kreuzungseltern hatte C. purpurascens mit 88,5% den signifikant niedrigsten Wert. Die 

Vitalität der C. persicum-Sorten lag zwischen 98,0% und 100,0%. Amphiploide 

Kreuzungskombinationen hatten signifikant niedrigere Werte. Pflanzen aus den 

Kreuzungskombinationen E und H hatten wie auch bei der PV mit 72,2% und 76,2% die 

geringste mittlere Vitalität.  
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Abb. 4. Vergleich der mittleren Vitalität der Samenanlagen der Elternformen und amphiploider 

Hybriden aus verschiedenen Kreuzungskombinationen; Die Varianzanalyse ergab einen 

signifikanten Effekt: F (9, 54) = 124,42, p = 0,000; (Werte mit unterschiedliche Buchstaben sind 

bei p≤0,05signifikant voneinander verschieden).  

 

 

Amphidiploide Pflanzen bildeten signifikant vitalere Samenanlagen als amphiploide. Die 

Vitalität lag zwischen 91,3 und 92,6 %. Abbildung 5 zeigt deutlich die Unterschiede 

zwischen vitalen und nichtvitalen Samenanlagen nach Tetrazoliumfärbung. Bei vitalen 

Samenanlagen ist insbesondere der Embryosack intensiv rot gefärbt. Nicht vitale 

Samenanlagen sind nicht bzw. nur schwach gefärbt. 
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Abb. 5. Nachweis der Samenanlagenvitalität nach Tetrazolium-Färbung, vitale Samenanlagen 

intensiv rot gefärbt, ES - Embryosack.  

 

 

Zwischen Pollenvitalität und Samenanlagenvitalität bestand mit r=0,92 eine enge 

Korrelation. 

 

 

2.4.3 Mikrosporogenese  

Bei amphiploiden Pflanzen wurden in der Metaphase I Unregelmäßigkeiten beobachtet die 

sich in einer hohen Anzahl von Univalenten, wenigen Bivalenten (nur Stabbivalente, keine 

Ringbivalente), Trivalenten und Multivalenten äußerten (Abb. 6A mit einem Multivalent 

M, vier Trivalenten III, drei Bivalenten II und 15 Univalenten I).  
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Abb. 6. Syndeseverhalten interspezifischer Hybriden aus der Kreuzungskombination C. persicum x 

C. purpurascens während der Mikrosporogenese, A: amphiploide Pflanze, Metaphase I, B: 

amphidiploide Pflanze, Diplotän, I1= Univalent von C. persicum, I2 = Univalent von C. 

purpurascens, II1 = Stabbivalent von C. persicum, II2 = Stabbivalent von C. purpurasens, IIR1 = 

Ringbivalent von C. persicum, IIR2= Ringbivalent von C. purpurasens T = Trivalent, M = 

Multivalent. 

 

 

Amphidiploide PMZ bildeten im Diplotän und in der Metaphase I ein hohe Anzahl von 

Bivalenten (Ringbivalente und Stabbivalente) und wenige Univalente, jedoch keine 

Trivalente oder Multivalente (Abb. 6B mit 35 Bivalenten und 12 Univalenten). In der 

Telophase I zeigte sich ein hoher Anteil zwei gleich großer Dyaden mit je 41 

Chromosomen und vier optisch gleich großen Mikrosporen in der Telophase II.  

Der Anteil normaler Mikrosporen im Tetradenstadium korrelierte positiv (r = 0,91) mit der 

PV (Tabelle 1). Die PV lag bei den amphiploiden Pflanzen (jeweils zwei pro Genotyp 

dargestellt) zwischen 0,2 und 11,8%. Der Anteil normaler Mikrosporen variierte zwischen 

0,0 und 20,0% (Tabelle 1). Der Anteil anomaler Mikrosporen (vier optisch ungleiche 

Mikrosporen) betrug 47,5 – 77,5%, der Anteil Triaden (eine Dyade und zwei Mikrosporen) 

7,5 – 27,5% und der der Dyaden 10,0 – 20,0 %. Mikronuklei wurden bei allen 

Mikrosporen- Typen beobachtet. 

Der Anteil PMZ mit einem Mikronukleus betrug 5,0 – 15,0% und der mit zwei 

Mikronuklei 0,0 – 5,0% (Tabelle 1). Die Abbildungen 7A und 7B zeigen das Auftreten 

von Unregelmäßigkeiten im Tetradenstadium einer amphiploiden Pflanze.  
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Abb. 7. PMZ einer amphiploiden Hybride im Tetradenstadium der Mikrosporogenese  A – Dyade 

mit einem Mikronukleus, B- PMZ mit Dyaden, Triaden und Tetraden,  D = Dyade, Mi = 

Mikronukleus, T = Triade, Te = Tetrade 

 

 

Bei amphidiploiden Pflanzen (A, B, F und G), mit einer PV von 19,5 bis 64,8%, lag der 

Anteil normaler Mikrosporen im Tetradenstadium mit 45,0 – 90,0% deutlich über dem der 

amphiploiden Hybriden (Tabelle 1). Der Anteil anomaler Mikrosporen betrug 5,0 – 40,0%, 

der der Triaden 5,0 – 20,0%. Der Anteil PMZ mit einem Mikronukleus lag zwischen 0,0 

und 7,5%. PMZ mit zwei Mikronuklei und Dyaden wurden im Gegensatz zu amphiploiden 

PMZ nicht beobachtet. 
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Tabelle 1. Pollenvitalität (PV%) und Anteil verschiedener Mikrosporen-Typen im Tetradenstadium 

(%) der Mikrosporogenese bei ausgewählten amphiploiden und amphidiploiden Hybriden, zwei 

Pflanzen pro Kombination, n = 40 PMZ, PV = mittlere Pollenvitalität in %, A = vier homogene 

Mikrosporen, Aa = vier ungleiche Mikrosporen, A1 = vier Mikrosporen mit einem Mikronukleus, 

A2 = vier Mikrosporen mit zwei Mikronuklei, B = Dyade, B1 = Dyade mit einem Mikronukleus, 

B2 = Dyade mit zwei Mikronuklei, C = Triaden (drei Mikrosporen), C1 = Triaden mit einem 

Mikronukleus, C2 = Triaden mit zwei Mikronuklei 

Tetraden  Dyaden  Triaden  
Kreuzungs 

kombinationen  

PV 

% A Aa A1 A2 B B1 B2 

 

C C1 C2 

amphiploid 

A 1   7,1 15,0 50,0 10,0 0,0 12,5   7,5 2,5 22,5   7,5 0,0 

A 2   2,5   5,0 62,5 12,5 0,0 20,0 15,0 2,5 12,5   5,0 2,5 

B 1     1,1   5,0 62,5 12,5 0,0 15,0 10,0 2,5 17,5   5,0 2,5 

B 2   6,8 15,0 50,0 10,0 0,0 12,5   7,5 0,0 22,5   5,0 0,0 

C 1   0,9   2,5 70,0 12,5 0,0 20,0 10,0 5,0   7,5   5,0 0,0 

C 2   5,4 15,0 54,0   7,5 0,0 14,0   5,0 2,5 17,0   5,0 0,0 

E 1 10,0 20,0 52,5 10,0 0,0 12,5   7,5 0,0 15,0 10,0 0,0 

E 2   0,2   5,0 67,5 12,5 5,0 15,0   7,5 5,0 12,5   7,5 2,5 

F 1   0,3   0,0 60,0 10,0 2,5 12,5 10,0 2,5 27,5 10,0 5,0 

F 2 11,8 15,0 47,5   7,5 0,0 15,0   7,5 2,5 22,5 10,0 0,0 

G 1    0,6   0,0 77,5 12,5 0,0 12,5   7,5 2,5 10,0   7,5 2,5 

G 2 10,2 15,0 50,0   7,5 0,0 10,0   5,0 0,0 25,0 10,0 0,0 

H 1   0,1   2,5 70,0 15,0 0,0 12,5   7,5 5,0 15,0   7,5 0,0 

H 2    9,5 20,0 50,0 17,5 0,0 10,0   5,0 2,5 20,0 10,0 0,0 

amphidiploid 

A 1 30,4 62,5 20,0 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 17,5 5,0 0,0 

A 2 23,3 50,0 30,0 7,5 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 7,5 0,0 

C 1 64,8 90,0   5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0   5,0 0,0 0,0 

C 2 49,4 77,5 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 12,5 5,0 0,0 

F 1 20,4 45,0 37,5 7,5 0,0 0,0 0,0 0,0 17,5 7,5 0,0 

F 2 37,0 65,0 22,5 2,5 0,0 0,0 0,0 0,0 12,5 2,5 0,0 

G 1 26,7 55,0 32,5 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 12,5 7,5 0,0 

G 2 19,5 50,0 40,0 7,5 0,0 0,0 0,0 0,0 10,0 5,0 0,0 
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Die Kreuzungseltern C. persicum, C. purpurascens und C. hederifolium bildeten im 

Tetradenstadium einen hohen Anteil normaler Mikrosporen (optisch vier gleich große 

Mikrosporen). Ihr Anteil betrug bei C. persicum 75,0 bis 90,0%, bei C. purpurascens 

75,0% und bei C. hederifolium 80,0%. Der Anteil Triaden (zwei gleiche großen 

Mikrosporen und eine größere Mikrospore) war mit 5,0 – 15,0% gering. Mikronuklei und 

Dyaden wurden im Tetradenstadium nicht beobachtet. Die frühen Stadien der 

Mikrosporogenese wurden nicht analysiert. Zwischen PV und dem Anteil normaler 

Mikrosporen bestand eine positive Korrelation von  r = 0,71. 

 

 

2.5 Diskussion 

Da Entstehung und Kultivierung der verschiedenen Kreuzungskombinationen über den 

gleichen Zeitraum unter gleichen Versuchsbedingungen erfolgte, bestand die Möglichkeit 

einer Vergleichbarkeit generativer Merkmale von interspezifischen Cyclamen-Hybriden 

mit unterschiedlichem genetischem Hintergrund. Grundlage für die Befruchtung und 

Samenbildung sind vitale Pollenkörner und Samenanlagen.  

Wie vermutet, traten bei den eigenen Hybriden Störungen bei der Pollenbildung auf. 

Amphidiploide Hybriden bildeten im Vergleich zu amphiploiden signifikant vitaleren 

Pollen und Samenanlagen.  

Das bestätigt die Ergebnisse zur Pollenvitalität von Ishizaka und Uematsu (1994, 1995b) 

und Ewald et al. (2000). Ishizaka und Uematsu (1992) berichten bei amphiploiden 

Hybriden zwischen C. persicum  und C. hederifolium von der Ausbildung von sterilem 

Pollen. Zhao et al. (2007); Nimmura et al. (2003) und Nimmura et al. (2006) kamen bei 

interspezifischen und creeping bentgrass-Hybriden bzw. interspezifischen Dianthus-

Hybriden zu ähnlichen Ergebnissen.  

Die eigenen Hybriden mit C. hederfolium als väterlichen Kreuzungspartner hatten eine 

höhere mittlere Vitalität des Pollens und der Samenanlagen als die mit C. purpurascens als 

väterlicher Partner. Da aber die mütterlichen Kreuzungspartner andere als in den 

Kombinationen mit C. purpurascens waren, kann keine Verallgemeinerung vorgenommen 

werden.  

Es gibt zahlreiche Publikationen, die analog der eigenen Ergebnisse einen Zusammenhang 

zwischen dem Verhalten der Chromosomen während der Meiose und der Pollenvitalität 

beschreiben (Singh, 2003; Souza et al., 2003; Bolaños-Villegas et al., 2008; Chelysheva et 
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al., 2007; Zhao et al., 2007). Bei verschiedenen interspezifischen Cylamen-Hybriden 

wurde die Sterilität der Hybriden mit einem niedrigen Anteil von Bivalenten in der 

Metaphase I und dem anomalen Verhalten der Chromosomen in der Telophase I (PMZ mit 

zwei ungleichen Mikrosporen) und Telophase II (PMZ mit vier ungleichen Mikrosporen) 

begründet (Ishizaka und Uematsu, 1994; Ishizaka, 1998; Ewald et al., 2000; Ishizaka, 

2003). Auch in den eigenen Arbeiten war der Anteil homogen ausgebildete PMZ positiv 

korreliert mit der PV. Die bei der Analyse der Mikrosporogenese gefundenen Triaden 

bestanden aus zwei gleich großen Mikrosporen und eine größeren Mikrospore. Die größere 

Mikrospore entstand wahrscheinlich durch Restitutionskernbildung in der Meiose II 

(Caetano-Pereira et al., 1998; Ewald et al., 2000). Auffallend war bei den amphiploiden 

Hybriden die hohe Anzahl von Dyaden mit ein oder zwei Mikronuklei. Ursachen dafür 

können Chromosomenbrüche oder Chromosomen-Fehlverteilungen infolge der 

Inhomologie der verschiedenen Elternchromosomen sein. Das Auftreten von Triaden bei 

den Kreuzungseltern C. persicum, C. purpurascens und C. hederifolium, wenngleich in 

geringer Anzahl, deutet aber auch hier auf Störungen in der Pollenbildung hin. 

Goluboskaya (1989) und Bosco et al. (1999) bringen die Bildung von Monaden, Dyaden, 

Triaden und Polyaden mit der Bildung von Gameten mit höherer oder verminderter 

Chromosomenzahl und mit der Bildung unreduzierter Gameten in Zusammenhang. 

Die Tetrazolium-Färbung wird zur Bestimmung der Lebensfähigkeit von Samen (Moore, 

1986), Pollenkörnern (Kison und Franke, 1980) und Samenanlagen angewandt (Marr und 

Pellmyr, 2003). Zwischen Pollen- und Samenanlagenvitalität bestand in den eigenen 

Untersuchungen eine enge positive Korrelation. Fortescue und Turner (2004) kamen bei 

Musa zu einem ähnlichen Ergebnis. Es ist zu vermuten, dass bei Pflanzen mit 

Unregelmäßigkeiten in der Mikrosporenbildung auch Unregelmäßigkeiten in der 

Makrosporogenese bestehen, offenbar aber in geringerem Umfang. Bei dem eigenen 

Material lag der Anteil lebensfähiger Samenanlagen bei amphi- als auch bei 

amphidiploiden Pflanzen weit über dem der PV. 

Somit wären die meisten Samenanlagen amphi- und amphidiploider Pflanzen 

befruchtungsfähig, vorausgesetzt, dass nach der Bestäubung keine weiteren Faktoren die 

Befruchtung und Samenbildung beeinflussen. Nach Reinhardt (2006) entwickelten sich bei 

diploiden Cyclamen persicum Genotypen nur ca. 20% der Samenanlagen zu Samen. 

Die Untersuchungen zeigen, dass amphidiploide Hybriden bessere Voraussetzungen für 

die generative Vermehrbarkeit und die Einbeziehung in Züchtungsprogramme haben als 
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amphiploide. Interspezifische Cyclamen-Hybriden sind nur über In-vitro-Kultur in 

größeren Stückzahlen vermehrbar (mündliche Mitteilung, Ewald). Diese Methode ist zeit- 

und kostenaufwändig. Bei der Vermehrung über Samen wäre eine bessere Steuerbarkeit 

der Kultur und eine Verbreiterung der Selektionsbasis für die Züchtung möglich. Weitere 

Untersuchungen zur Samenvermehrbarkeit amphidiploider Cyclamen-Hybriden sind 

notwendig. 
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Pollenschlauchwachstum 
 

 
Histogramme zum relativen DNA Gehalt interspezifischer Hybriden 

(A=Amphiploid, B=Amphidiploid) 
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3 Untersuchungen zur Befruchtung und Samenbildung interspe 

zifischer Cyclamen-Hybriden 

 
3.1 Zusammenfassung 

Bei interspezifischen Hybriden zwischen Cyclamen persicum cv. x C. purpurascens und 

C. persicum cv. x C. hederifolium wurden unter Einbeziehung der Kreuzungseltern 

vergleichende Untersuchungen zum Pollenschlauchwachstum (PSW) und zur 

Gewebedifferenzierung in den Samenanlagen, als Voraussetzungen für die Samenbildung, 

durchgeführt. Nach intraspezifischer Kombination wurde bei amphidiploiden Hybriden 

PSW im Griffel, Pollenschlauchpenetration in die Mikropylen der Samenanlagen und 

Gewebedifferenzierung nachgewiesen. Bei amphiploiden Pflanzen dagegen fand im 

Versuchszeitraum keine Penetration und Gewebedifferenzierung statt.  

Nach intraspezifischen Kombinationen amphidiploider Pflanzen durchwuchsen deutlich 

mehr Pollenschläuche den Griffel als in amphiploiden Kombinationen.  

In den Fruchtknoten von C. persicum cv. wurden mehr Samenanlagen als bei den 

väterlichen Partnern C. purpurascens oder C. hederifolium gebildet. C. purpurascens hatte 

weniger Samenanlagen als C. hederifolium. Auch die mittlere Anzahl Pollenschläuche 

(PS) im Griffel und der mittlere Anteil der in die Micropylen penetrierten PS waren nach 

interspezifischer Kombination bei C. hederifolium deutlich höher als bei C. purpurascens. 

Die Samenanlagenzahl differierte auch zwischen den C. persicum-Sorten und den 

Hybriden. Bei den Hybriden waren die mittlere Anzahl Samenanlagen und das 

Pollenschlauchwachstum (PSW) vom Genotyp bzw. Kreuzungspartner abhängig. 

Kombinationen amphiploid x amphiploid, amphiploid x amphidiploid und reziprok sind 

offenbar nicht möglich. Bei Rückkreuzungen mit den Elternformen C. persicum cv. und C. 

purpurascens oder C. hederifolium war nur auf amphidiploidem Niveau eine Penetration 

der PS in die Micropylen nachweisbar.  

Nach Kombinationen zwischen amphiploiden Partnern abortierten bis zur 6. Woche nach 

der Bestäubung alle Blüten. Aborte traten dagegen bei amphidiploiden Hybriden nicht auf 

und in den Samenanlagen war eine deutliche Endospermbildung nachweisbar. Der 6C/3C 

Mitoseindex des Endosperms war bei amphidiploiden C. hederifolium-Hybriden im 
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Gegensatz zu amphidiploiden C. pururascens-Hybriden, über alle Termine signifikant 

niedriger, d. h. die Samenbildung verlief zügiger. Amphidiploide Hybriden zwischen C. 

persicum cv. x C. hederifolium zeigten insgesamt bessere Voraussetzungen für die 

generative Reproduktion. Als eine Ursache für die fehlende Samenbildung bzw. die Aborte 

nach der Bestäubung wird bei amphiploiden Hybriden das Ausbleiben der Befruchtung in 

Kombination mit geringer Pollenvitalität vermutet. 

 

 

3.2 Einleitung 

Mit Hilfe des Embryo rescue’s entstanden in der Vergangenheit verschiedene Hybriden 

zwischen C. persicum und anderen Cyclamen-Arten (Ishizaka und Uematsu, 1990; 

Ishizaka und Uematsu, 1992; Kobayashi und Ogawa, 1994; Ishizaka und Uematsu, 1995a; 

Ewald, 1996; Ishizaka, 1996).  

Amphidiploide Hybriden, die durch induzierte Chromosomenzahlverdopplung oder auch 

spontan entstanden, zeigten bei verschiedenen Gattungen bessere Voraussetzungen für die 

generative Reproduktion als amphiploide. So hatten amphidiploide Cyclamen-Hybriden 

eine höhere Pollenvitalität als amphiploide und bildeten einige wenige Samen (Ishizaka 

und Uematsu, 1994, 1995b; Ewald et al., 2000; Ishizaka, 2008). Auch Chen et al. (2002; 

2003) berichten bei amphidiploiden Cucumis-Hybriden, und Nimmura et al. (2006) bei 

Dianthus-Hybriden, über höhere Fertilität und Samenvermehrbarkeit. Amphiploide 

Hybriden waren steril und nicht samenvermehrbar. Milan, (2008) berichtet bei Amaranth 

über eine höhere Pollenvitalität amphidiploider Pflanzen. Die Samenproduktion der 

Pflanze ist das Ergebnis einer erfolgreichen Bestäubung und Befruchtung, die von 

zahlreichen Faktoren beeinflusst wird, wie der Vitalität von Pollen und Samenanlagen 

(Quesada et al., 1996; Zhao et al., 2009), Pollen- Pistill- Interaktionen (Mazzucato et al., 

2003) oder der Narbenmorphologie. 

Chemotropische Signale anomaler Samenanlagen im Fruchtknoten können das PSW stören 

oder das Fassungsvermögen der Narbe für die Pollenkörner ist zu gering (Teng et al., 

2006). Eine große Rolle spielen die Inkompatibilität zwischen den Genotypen (Geerts et 

al., 2002) und Inzuchtdepressionen (Araujo, 2007; Zhao et al., 2009). Zudem haben 

Umweltfaktoren Einfluss auf die komplexen Entwicklungsprozesse während der 

Befruchtung und Samenbildung. So fanden Haselberg et al. (2004) und Song et al. (2002) 
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eine Auswirkung der Temperatur auf das Pollenschlauchwachstum und die 

Lebensfähigkeit der Samenanlagen. Reife Pollen enthalten verschiedene Nährstoffe, die 

eine Voraussetzung für eine gute Pollenkeimung und das Pollenschlauchwachstum sind 

(Baker und Baker, 1979; Mascarenhas, 1989) und eine optimale Nährstoffversorgung der 

Samenträger voraussetzen. 

Bei Hybriden ist geringe Pollenvitalität (PV) eine wichtige Ursache für die Verhinderung 

der Samenbildung. Dabei ist eine ungestörte Meiose mit regulärer Chromosomenpaarung 

Voraussetzung für die Bildung von funktionsfähigem Pollen. Es gibt zahlreiche 

Publikationen, die einen Zusammenhang zwischen geringer PV und Unregelmäßigkeiten 

in der Mikrosporogenese, bedingt durch fehlende Homologie der Chromosomen und 

fehlender oder geringer Samenbildung beschreiben wie Ishizaka (2003) bei 

interspezifischen Cyclamen-Hybriden sowie Li et al., 2005; Tang et al., 2009; Adamowski 

et al., 2008, Bolanos-Villegas et al., 2008 für weitere Kulturen. Auch Fu et al. (2007) 

fanden bei Oryza die Hybrid-Sterilität vor allem durch die stark anomale Meiose von 

Mikrosporogenese und Pollenmutterzellen verursacht. 

Die Kenntnis generativer Eigenschaften neuer interspezifischer Hybriden ist eine 

Voraussetzung für ihre weitere züchterische Bearbeitung und Einführung in die 

gärtnerische Praxis. Neue amphidiploide Hybriden können eine nützliche Ressource für 

die Züchtung sein. 

Ziel der vorliegenden Studie war der Gewinn von Kenntnissen zur Befruchtung und 

Gewebedifferenzierung in den Samenanlagen verschiedener interspezifischer Cyclamen-

Hybriden, als Grundvoraussetzungen für die Samenbildung, im Vergleich untereinander 

und mit den Kreuzungseltern sowie die Ursachenfindung für fehlende oder verminderte 

Samenbildung.  
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3.3 Material und Methoden 

 

3.3.1 Pflanzenmaterial 

Zur Verfügung standen zeitgleich über embryo rescue entstandene amphiploide (2n = 2x = 

41) und amphidiploide (2n = 4x = 82) Hybriden aus den Kreuzungskombinationen von 

sieben C. persicum MILL. Sorten (2n = 2x = 48) mit den Wildarten C. purpurascens MILL. 

(2n = 2x = 34) oder C. hederifolium AIT. (2n = 2x = 34) als väterliche Partner. In den 

Hybridgruppen A, C, F und G waren neben den amphiploiden Pflanzen auch spontan 

entstandene amphidiploide Pflanzen vorhanden.  

Interspezifische Hybridgruppen  

A- C. persicum cv. `Miracle Purple` x C. hederifolium 

B- C. persicum cv. `Sierra Scarlet` x C. hederifolium 

C- C. persicum cv. `Sierra Rose` x C. hederifolium 

E- C. persicum cv. `Halios` magenta x C. purpurascens 

F- C. persicum cv. `Halios` red x C. purpurascens 

G- C. persicum cv. `No Name` red x C. purpurascens 

H- C. persicum cv. `Maxora` red x C. purpurascens 

Die Pflanzen wurden bei 18 – 25 °C im Gewächshaus kultiviert. 

 

 

3.3.2 Methoden 

 

3.3.2.1 Pollenschlauchwachstum und Anzahl Samenanlagen 

15 Blüten je Genotyp und Ploidiegrad wurden ca. 2-3 Tage vor der Anthese kastriert und 

mit einem Pollengemisch des entsprechenden Kreuzungspartners bestäubt. Nach 14 Tagen 

wurden Quetschpräparate hergestellt und die Anzahl Pollenschläuche im Griffel, der 

Anteil Fruchtknoten mit Pollenschläuchen im Placentabereich sowie der Anteil 

Samenanlagen mit Penetration durch Pollenschläuche wurden bestimmt. Zur Anfärbung 
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wurde Anilinblau verwendet (Naether, 1971). Die Auswertung erfolgte mittels 

Fluoreszenzmikroskopie (Leitz DMRB, LEICA, Germany).  

Folgende Kombinationen wurden analysiert:  

1. Kreuzungseltern intraspezifisch: 

C. persicum x C. persicum. (CP x CP) sieben Sorten 

C. purpurascens x C. purpurascens (Cp x Cp)   

C. hederifolium x C. hederifolium (Ch x Ch)      

 

2. Kreuzungseltern interspezifisch: 

C. persicum. x C. hederifolium (CP x Ch) und reziprok 

C. persicum x C. purpurascens (CP x Cp) und reziprok  

 

3. Hybriden amphiploid (Hybridgruppen A, B, C, E, F, G, H): 

Amphiploid x amphiploid (AP x AP) 

Amphiploid x C. persicum (AP x CP) und reziprok (CP x AP) 

Amphiploid x C. purpurascens (AP x Cp) und reziprok (Cp x AP) 

Amphiploid x C. hederifolium (AP x Ch) und reziprok (Ch x AP) 

 

4. Hybriden amphidiploid (Hybridgruppen A, C, F, G): 

Amphidiploid x amphidiploid (AD x AD) 

Amphidiploid x amphiploid x (AD x AP) und reziprok (AP x AD) 

Amphidiploid x C. persicum (AD x CP) und reziprok (CP x AD) 

Amphidiploid x C. purpurascens (AD x Cp) und reziprok (Cp x AD) 

Amphidiploid x C. hederifolium (AD x Ch) und reziprok (Ch x AD) 
 

Zur Ermittlung der Anzahl Samenanlagen, wurden jeweils zehn Quetschpräparate mittels 

Dunkelfeldmikroskopie (Leitz DMRB, LEICA, Germany) ausgewertet.  
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3.3.2.2 Flowcytometrische Messungen (Samenbildung) 

Untersuchungen erfolgten hier nur mit den Hybridgruppen bei denen auch amphidiploide 

Pflanzen (A, C, F, G) entstanden waren. Von jeder Gruppe und Ploidiestufe wurden 30-45 

Blüten kurz vor Anthesebeginn kastriert und bestäubt. Rückkreuzungen mit den 

Kreuzungseltern erfolgten nicht. 

 

Kreuzungskombinationen: 

Amphiploid x Amphiploid (AP x AP) 

Amphidiploid x Amphidiploid (AD x AD) 

Amphiploid x Amphidiploid (AP x AD) und reziprok (AD x AP) 

 

Die Abnahme der Samenkapseln erfolgte wöchentlich sechs bis acht Wochen nach der 

Bestäubung. Von jeder Blüte wurde eine Mischprobe von 10-15 Samenanlagen geprüft. 

Die Samenanlagen wurden von der Plazenta abpräpariert und in 400 µl Partec CyStain UV 

Precise Nuclei Extraction Lösung (Partec GmbH, Germany), welche zuvor mit 1% 

Polyvinylpyrrolidon (Polyvidon 25, Merck) versetzt wurde, mit einer Rasierklinge 

zerkleinert und durch einen 50µl Filter gefiltert. Nach zwei Minuten erfolgte die Färbung 

in 1600 µl derPartec CyStain UV Precise Staining buffer Lösung (Partec GmbH, 

Germany), welche wiederum mit 1% Polyvinylpyrrolidon versetzt wurde. Nach weiteren 

zwei Minuten erfolgte die Analyse des relativen DNA-Gehaltes mit einem Flowcytometer 

PA (Partec, Münster). Es wurden jeweils 10000 Partikel analysiert. 

 

 

3.3.2.3 Statistische Verfahren 

Zur Auswertung und statistischen Analyse der gewonnen Ergebnisse dienten die 

Programme Microsoft Exel 2003 und Statistika 6.1 (Statsoft, Tulsa, USA). 

Die Messdaten wurden varianzanalytisch mit ANOVA/MANOVA ausgewertet und die 

Mittelwertdifferenzen mit Tukey HSD Test’s bei α = 0,05 auf Signifikanz geprüft.  
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3.4 Ergebnisse 

 

3.4.1 Anzahl Samenanlagen 

Die mittlere Anzahl Samenanlagen pro Fruchtknoten war variabel und vom Genotyp 

abhängig. So hatten C. persicum-Sorten mehr Samenanlagen als C. hederifolium und C. 

purpurascens (Tab. 1). Die mittlere Anzahl Samenanlagen variierte bei den C. persicum -

Sorten zwischen 148 und 231, C. purpurascens hatte im Mittel 106 und C. hederifolium 

132 Samenanlagen. Die Hybriden A und B (C. persicum x C. hederifolium) bildeten im 

Mittel die meisten Samenanlagen während Hybriden der Kombination C ebenso wie der 

zugehörige mütterliche Partner die geringste Anzahl hatte. Amphiploide und 

amphidiploide Hybriden ließen keine Tendenz erkennen. 

 

 

Tabelle 1. Vergleich der mittleren Anzahl Samenanlagen der Kreuzungspartner und ihrer 

Hybriden, AP = amphiploid, AD = amphidiploid, n = 10 

Genotyp 
 

Mittlere Anzahl 
Samenanlagen 

Min – Max 
 

C. persicum cv.’Miracle Purple’ 210 190 – 241 
C. persicum cv. ‘Sierra Scarlet’ 231 192 – 264 
C. persicum cv. ‘Sierra Rose’ 148 136 – 168 
C. persicum cv. ‘Halios’ magenta 190 174 – 215 
C. persicum cv. ‘Halios’ rot 183 170 – 200 
C. persicum cv. ’No Name’ rot 198 178 – 225 
C. persicum cv. ’Maxora’ rot 194 170 – 220 
C. hederifolium 132 106 – 164 
C. purpurascens 106 74 – 140 
Interspezifische Hybridgruppen    
A (AP) 224 215 – 245 
B (AP ) 198 172 – 240 
C (AP) 136 114 – 164 
E (AP) 158 145 – 174 
F (AP) 142 124 – 162 
G (AP ) 173 150 – 194 
H (AP) 151 142 – 164 
A (AD ) 211 196 – 242 
C (AD) 147 124 – 162 
F (AD) 148 134 – 168 
G (AD) 160 146 – 174 
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3.4.2 Pollenschlauchwachstum 

Nach den Bestäubungen waren in allen Kreuzungskombinationen im Griffel 

Pollenschläuche (PS) vorhanden (Tab. 2, 3). Sie durchwuchsen ihn ohne sichtbare 

Hemmreaktionen (Abb. 1A). Im Vergleich zur Anzahl vorhandener Samenanlagen war die 

Anzahl PS gering. Die intraspezifische Kombination der C. persicum-Genotypen ergab 

Unterschiede. Bei C. persicum cv.’Miracle Purple’, C. persicum cv. ‘Sierra Scarlet’ und C. 

persicum cv. ‘Sierra Rose’ durchwuchsen mit im Mittel 18,0, 15,7 und 21,1 deutlich mehr 

PS den Griffel als bei den anderen vier Genotypen. Der mittlere Anteil in die 

Samenanlagen penetrierter PS war mit 1,1 – 16% sehr gering, lag aber noch über dem der 

anderen C. persicum-Genotypen. In allen bestäubten Blüten waren PS bis in den 

Placentabereich durchgewachsen. 

Die mittlere Anzahl PS im Griffel war bei interspezifischen Kombinationen zwischen C. 

persicum x C. purpurascens und C. persicum x C. hederifolium deutlich höher als bei 

Verwendung der Wildarten als mütterlicher Partner (Tab. 2). Werte von 2,1 PS wurden 

hier nicht überschritten. Während in den Kombinationen C. persicum cv. x C. 

purpurascens und C. persicum cv. x C. hederifolium in allen bestäubten Blüten PS bis in 

den Placentabereich gelangten, fehlten diese in reziproker Kombination vollständig. In den 

Kreuzungskombinationen C. persicum cv. x C. hederifolium (CP x Ch) durchwuchsen im 

Mittel mehr PS den Griffel und penetrierten in die Samenanlagen (Tab. 2 und Abb. 1B), 

als in den Kombinationen C. persicum cv. x C. purpurascens (CP x Cp). Das PSW in den 

intraspezifischen Kombinationen Ch x Ch und Cp x Cp war auffallend schlecht. 
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Abb. 1. Pollenschläuche im Griffel (A), Penetration eines Pollenschlauchs in die Samenanlage (B) 

14 Tage nach der Bestäubung, PS = Pollenschlauch, G = Griffel, M = Mikropyle, Sa = 

Samenanlage. 

 

 
Tabelle 2. Vergleich der mittleren Anzahl Pollenschläuche im Griffel (PS Griffel) und des 

mittleren Anteils in die Samenanlagen penetrierende Pollenschläuche (% PS Samenanlagen) der 

Kreuzungseltern in intra- und interspezifischen Kreuzungskombinationen 14 Tage nach der 

Bestäubung, CP = C. persicum cv., Ch = C. hederifolium, Cp = C. purpurascens, n=15  

Genotyp Kreuzungskombination PS Griffel PS Samenanlagen 
CP cv.’Miracle Purple’ CP x CP 18,0 1,5 
CP cv. ‘Sierra Scarlet’ CP x CP 15,7 1,1 
CP cv. ‘Sierra Rose’ CP x CP 21,1 1,6 
CP cv. ‘Halios’ magenta CP x CP   8,1 0,4 
CP cv. ‘Halios’ rot CP x CP 10,0 0,7 
CP cv. ‘No Name’ rot CP x CP   9,5 0,6 
CP cv. ’Maxora’ rot CP x CP   7,5 0,4 
CP cv. ’Miracle Purple’ CP x Ch;  reziprok 26,4;  1,7 2,8;  0,0 
CP cv. ‘Sierra Scarlet’ CP x Ch;  reziprok 25,6;  1,7 2,2;  0,0 
CP cv. ‘Sierra Rose’ CP x Ch;  reziprok 27,1;  2,1 3,5;  0,0 
CP cv. ‘Halios’ magenta CP x Cp;  reziprok 12,6;  1,0 0,9;  0,0 
CP cv. ‘Halios’ rot CP x Cp;  reziprok 17,8;  1,1 1,6;  0,0 
CP cv. ’No Name’ rot CP x Cp;  reziprok 19,5;  1,3 1,5;  0,0 
CP cv. ’Maxora’ rot CP x Cp;  reziprok 16,6;  0,9 1,0;  0,0 
C. hederifolium Ch x Ch 2,0 0,0 
C. purpurascens Cp x Cp 1,8 0,0 
 

 

Bei allen Kreuzungskombinationen mit Pflanzen auf amphiploidem Niveau konnte PSW 

im Griffel beobachtet werden, aber im Gegensatz zu Kombinationen auf amphidiploidem 
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Niveau keine in die Samenanlagen penetrierenden PS (Tab. 3). In den Kombinationen AD 

x AP (Hybridgruppen A, C, F und G) und reziprok war nur eine geringe mittlere Anzahl 

PS im Griffel vorhanden, zudem war der Anteil Blüten mit PS im Placentabereich null. 

Amphiploide als mütterliche Partner mit den Kreuzungseltern (AP x Ch/Cp, AP x CP) 

zeigten eine relativ hohe Anzahl PS im Griffel und PS im Placentabereich aber keine in die 

Samenanlagen penetrierten PS (Tab. 3). Das beste PSW war in den Kombinationen AD x 

Ch mit im Mittel 47,27 und 40,93 PS im Griffel und 1,8 bzw. 1,95% penetrierenden PS 

und bei AD x Cp mit 1,13 und 1,35% penetrierenden PS zu beobachten. Rückkreuzungen 

mit C. persicum als Kreuzungspartner wiesen in allen Hybridgruppen nur in 

amphidiploiden Kombinationen in die Samenanlagen penetrierende PS auf. Wurden C. 

purpurascens oder C. hederifolium als mütterlicher Partner gewählt, war das PSW sowohl 

auf amphiploidem als auch auf amphidploidem Niveau deutlich schlechter.  
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Tabelle 3. Vergleich der mittleren Anzahl Pollenschläuche im Griffel (PS Griffel), Anteil Blüten mit PS im Placentabereich (% B PS) und des mittleren 

Anteils in die Samenanlagen penetrierter Pollenschläuche (% PS Samenanlgen) interspezifischer Hybriden in intra- und interspezifischer 

Kreuzungskombination 14 Tage nach der Bestäubung am Beispiel von vier Hybridgruppen (CP = C. persicum cv., Ch = C. hederifolium, Cp = C. 

purpurascens, AP = amphiploid, AD = amphidiploid), n=15 

 
Gruppe A Gruppe C Gruppe F Gruppe G 

Kreuzungs-
kombination 

PS 
Griffel B PS   

PS 
Samen-
anlagen 

PS 
Griffel B PS   

PS 
Samen- 
anlagen 

PS 
Griffe B PS   

PS 
Samen-
anlagen 

PS 
Griffel B PS   

PS 
Samen- 
anlagen 

AP x AP 3,53 0,00 0,00 2,67 0,00 0,00 3,80 0,00 0,00 3,67 0,00 0,00 
AP x AD 6,53 0,00 0,00 7,20 0,00 0,00 6,47 0,00 0,00 3,27 0,00 0,00 
AD x AD 15,73 100,00 1,01 16,13 100,00 1,50 15,47 100,00 0,95 15,73 100,00 0,93 
AD x AP 4,13 0,00 0,00 4,40 0,00 0,00 3,47 0,00 0,00 3,60 0,00 0,00 
AP x Ch/Cp 19,73 80,00 0,00 15,53 86,67 0,00 11,27 63,62 0,00 12,20 66,67 0,00 
AD x Ch/Cp 47,27 100,00 1,80 40,93 100,00 1,95 28,60 100,00 1,31 29,13 100,00 1,35 
Ch/Cp x AP 2,13 0,00 0,00 2,87 0,00 0,00 2,33 0,00 0,00 2,60 0,00 0,00 
Ch/Cp x AD 2,67 0,00 0,00 2,07 0,00 0,00 2,00 0,00 0,00 2,27 0,00 0,00 
AP x CP 15,87 82,00 0,00 12,93 84,00 0,00 9,87 60,33 0,00 9,27 62,67 0,00 
AD x CP 21,47 100,00 0,47 20,80 100,00 0,54 15,27 100,00 0,36 15,60 100,00 0.38 
CP x AP 4,53 0,00 0,00 5,93 0,00 0,00 4,27 0,00 0,00 4,40 0,00 0,00 
CP x AD 14,00 100,00 1,11 14,67 100,00 1,26 14,00 100,00 0,80 13,87 10,.00 0,84 
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3.4.3 Samenbildung 

Ab der dritten Woche nach der Bestäubung begannen in den Kreuzungskombinationen mit 

amphiploiden Partnern (AP x AP, AP x AD und AD x AP) die Blüten zu abortieren. Nach 

sechs Wochen waren es 100%. Dagegen überlebten bei den vier Hybridgruppen alle 

bestäubten Blüten aus den Kreuzungskombinationen amphidiploid x amphidiploid. In den 

Samenanlagen wurde Endospermbildung (3C+6C - Zellkerne) nachgewiesen (Abb. 2 und 

3). Die Embryobildung konnte nicht bewertet werden, da Integumente und Embryo den 

gleichen Ploidiegrad (2C + 4C - Zellkerne) haben und somit in den Histogrammen die 

gleiche Peakposition, während die Endospermzellen sehr gut abgrenzbar sind.  

Durch Endoreduplikation bedingt höherploide Zellkerne konnten nicht beobachtet werden. 
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Abb. 2. DNA-Histogramm von Samenanlagen aus einer Kombination AD x AD, sechs Wochen 

nach der Bestäubung mit deutlicher Endospermdifferenzierung, 2C, 4C = Embryo/Integumente, 

3C, 6C = Endosperm, AD = amphidiploid  

 

 

Der 6C/3C- Index war über alle Abnahmezeitpunkte in den Hybridgruppen mit C. 

hederifolium als väterlicher Partner (A, C) am geringsten. Das bedeutet, dass hier die 

Gewebedifferenzierung und somit die Samenbildung rascher vonstatten ging, als in 

Kombinationen mit C. purpurascens. (Hybridgruppen F und G). Die Datenanalyse mittels  

 51



Kapitel 3: Untersuchungen zur Befruchtung und Damenbildung interspezifischer 
Cyclamen-Hybriden 

ANOVA und  folgendem Tukey HSD–Test (α = 0,05) zeigte signifikante Unterschiede 

zwischen Gruppe C und den Gruppen F und G. Ebenso unterschieden sich der C6/C3-

Mitoseindex zwischen den Gruppen A und F sowie A und G signifikant. Die Gruppen A 

und C sowie F und G waren nicht signifikant verschieden (Abb. 3). Das C6/C3-Verhältnis 

sank bis zur 8. Woche nach der Bestäubung kontinuierlich ab. Das Endosperm bestand 

überwiegend aus triploiden Zellen. Der Entwicklungsstand der Gruppen F und G in der 8. 

Woche entsprach dem der Gruppen A und C in der 6. Woche. Die Differenzierung 

verlangsamte sich bei den Gruppen A und C im Vergleich zu F und G bis zur 8. Woche 

deutlich.  
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Abb. 3. Vergleich des Verhältnisses von hexa- zu triploiden Endospermzellen (6C/3C) bei den 

amphidiploiden Kreuzungskombinationen (AD x AD) sechs bis acht Wochen nach der Bestäubung 

ausgewählter interspezifischer Hybridgruppen (A, C, F und G); Die Varianzanalyse ergab einen 

signifikanten Effekt: F (6, 60) = 26,163, p = 0,000; (Werte mit unterschiedlichen Buchstaben, sind 

bei p≤0,05 signifikant voneinander verschieden).  
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3.5 Diskussion 

Neue interspezifische Hybriden sind in der Pflanzenzüchtung eine wichtige Quelle zur 

Erweiterung der genetischen Basis. Nur mit effizienten Vermehrungsverfahren können 

diese Eingang in die gärtnerische Praxis finden. Interspezifische Cyclamen-Hybriden 

lassen sich z. T. sehr gut in vitro vermehren (Ewald et al., 2000 ). Sie sind jedoch nur 

eingeschränkt über Samen vermehrbar (Ishizaka, 1996, 1998; Ishizaka und Uematsu, 1990, 

1992, 1995a; Ewald, 1996).  

Amphidiploiden kommt nach Ishizaka (2008), eine wichtige Rolle bei der Züchtung neuer 

Cyclamen zu, da sie eine hohe Eignung zur Kombination mit diploiden und 

autotetraploiden Sorten von C. persicum haben und zudem resistent gegenüber der 

Cyclamenwelke (Erreger Fusarium axsporum f. sp. cyclaminis), Pseudomonas marginalis 

pv. marginalis und der Blattwelke (Erwinia herbicola pv. cyclamenae) sind.  

Die durchgeführten Untersuchungen dienten neben dem Erkenntnisgewinn zur 

Befruchtungsbiologie und Samenbildung von interspezifischen Hybriden dem Screening 

verschiedener Kreuzungskombinationen hinsichtlich ihrer Voraussetzungen für die 

generative Vermehrbarkeit. Gegenübergestellt wurden Samenanlagenzahl, Quantität des 

PSW und die Endospermdifferenzierung während der Samenbildung. Da die geprüften 

interspezifischen Hybriden zeitgleich entstanden waren und unter identischen 

Bedingungen kultiviert wurden, waren gute Voraussetzungen für eine Vergleichbarkeit 

gegeben. 

Die mittlere Anzahl Samenanlagen, als eine Grundvorrausetzung für hohe Samenzahlen, 

der Untersuchungsobjekte war genotypabhängig. Ein Einfluss des Kreuzungspartners auf 

die Samenanlagenzahl der Hybriden ist nicht erkennbar. Untersuchungen zum PSW sind 

eine wichtige Methode, um die Kompatibilität zwischen verschiedenen Kreuzungspartnern 

festzustellen (Kho und Baër, 1968). In der vorliegenden Studie wurde beobachtet, dass die 

Quantität des Pollenschlauchwachstums von Genotyp, Kreuzungskombination und 

Ploidiegrad bestimmt wird. Zwischen Samenanlagenzahl und Quantität des PSW bestand 

offenbar kein Zusammenhang. Die Geschwindigkeit des PSW ist artspezifisch, wobei aber 

auch innerhalb einer Art Differenzen auftreten können (Odenbach, 1997). Auch bei den 

intraspezifischen C. persicum Kombinationen zeigten sich Unterschiede in der Anzahl PS 

im Griffel.  
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Die Untersuchungen zeigten deutlich, dass nur Kombinationen mit amphidiploiden 

Hybriden die Vorausetzungen für eine Samenvermehrbarkeit haben. Bei Verwendung 

amphiploider Partner erreichten keine PS die Samenanlagen. Die sehr geringe Anzahl PS 

im Griffel ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf deren geringe Pollenvitalität 

zurückzuführen (Ishizaka und Uemastsu, 1994, 1995b; Ewald et al., 2000; Ishizaka, 2008). 

Rückkreuzungen von amphidiploiden Hybriden mit den Kreuzungseltern C. persicum, C. 

hederifolium und C. purpurascens sind offenbar ebenfalls möglich, da nach den 

Bestäubungen PS in die Micropylen der Samenanlagen einwuchsen. Die eigentliche 

Befruchtung konnte nicht beobachtet werden. Kombinationen mit C. hederifolium als 

mütterlicher Kreuzungspartner erscheinen Erfolg versprechender zu sein, als mit C. 

purpurascens. Interessant ist, dass beide Wildarten sowohl in intraspezifischer 

Kombination als auch als mütterliche Partner nur eine geringe Anzahl PS bilden.  

Die Ursachen können in einer hohen Sensibilität auf die vorangegangene Kastration, 

(Ishizaka (2008), eine zum Bestäubungszeitpunkt geringe Narbenrezeptivität oder in der 

noch fehlenden Empfängnisbereitschaft der Samenanlagen zu suchen sein. Das sollen 

zukünftigen Analysen klären. Vielfach wird berichtet, dass der Obturator bzw. die 

Mikropyle vor allem protein- und kohlenhydrathaltige Substanzen und Exsudate 

absondert, die die Pollenschläuche zum Einwachsen animieren sollen, so u. a. bei 

Pseudotsuga menziesii (Aderkas und Leary, 1998), Prunus persica (Herrero, 2001).  

Die Produktion des Exsudates kann von der Präsens eines funktionierenden 

Megagametophyten oder Embryosacks abhängen (Fortescue und Turner, 2005). Zudem 

wird vielfach Calloseeinlagerung in Verbindung mit der Sterilität der Samenanlagen 

beschrieben, z. B. bei Medicago sativa (Rosellini et al., 1998, 2003; Kolyasnikova, 1985) 

sowie anderen Medicago-Arten (Oryol et al., 1986). Samenanlagen mit Calloseeinlagerung 

gelten demnach als steril und nicht funktionell (Knox et al., 1986) sowie als lebensunfähig 

(Dumas und Knox, 1983). Es kann davon ausgegangen werden, dass bei amphiploiden die 

Funktionsfähigkeit der Samenanlagen ebenfalls eingeschränkt ist und somit der Anreiz für 

das PSW zusätzlich gering ist. Zhao und Sun (2009) berichten, dass niedriger Samenansatz 

in M. coriacea durch eine Kombination von Faktoren wie Anomalien der Pollen und 

Samenanlagen, fehlende Bestäuber und Inzuchtdepression bedingt wurde. 

Die Flowcytometrie ist eine gute Methode, um die Gewebedifferenzierung während der 

Samenbildung zu analysieren (Bergounioux et al., 1992; Bergervoet et al., 1996; Sliwinska 

et al., 1999; Sliwinska, 2000, 2009; Heenan et al., 2002).  
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Die Mitoseaktivität während der Endospermbildung und der Anteil Endospermzellen 

gelten bei einigen Kulturen als guter Marker und liefern somit aussagekräftige 

Rückschlüsse für den Entwicklungszustand der Samen (Sliwinska, 2000, 2009; Kastner 

und Pank, 2006).  

In der vorliegenden Studie zeigten nur amphidiplode Hybriden Endospermbildung. Bei 

amphiploiden Hybriden deuten die Ergebnisse zum PSW sowie der 100%ige Abort der 

Blüten nach deren Bestäubung darauf hin, dass es nicht zur Befruchtung gekommen ist. 

Die Wahl der amphidiploiden Kreuzungspartner hatte einen starken Einfluss auf die 

Differenzierungsrate des Endosperms (Verhältnis der Endospermzellen - 6C/3C). Der 

6C/3C-Index bei C. persicum cv. x C. hederifolium-Hybriden ist wesentlich niedriger als 

bei C. persicum cv. x C. purpurascens-Hybriden. Das bedeutet, dass die Samenbildung bei 

ersteren schneller abläuft (Einen weiterern Hinweis auf eine Beziehung zwischen 

zügigerer Samenbildung und Anzahl Samen liefern die Ergebnisse aus Kapitel 5.4.4.). Es 

ist zu vermuten, dass amphidiploide C. persicum cv. x C. hederifolium-Hybriden, bedingt 

durch die Ergebnisse zur Samenanlagenzahl und zum PSW, in der Lage sind, mehr Samen 

zu bilden.  

Da die In-vitro-Vermehrung häufig zeit- und kostenintensiv ist, muß für eine erfolgreiche 

Einführung der Hybriden in die gärtnerische Praxis Saatgut in ausreichender Menge 

gesichert werden. Daher müssen Kenntnisse zur Kultivierung dieser neuen Hybriden 

gewonnen werden. 
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4 Wurzelbesiedelung mit Piriformospora indica fördert bei 

optimalem Phosphorangebot die Mikrosporogenese sowie die 

Pollen- und Samenanlagenqualität bei Cyclamen persicum 

 

4.1 Zusammenfassung 

Die vorliegende Arbeit prüft bei Cyclamen persicum cv. die Auswirkungen der 

Besiedelung der Wurzeln durch den symbiontischen Pilz Piriformospora indica (Piri) in 

Kombination mit einem differenzierten Phosphor-Angebot. Bei der Sorte `Melody´ wurde 

der Einfluss auf generative Merkmale wie Mikrosporogenese sowie Vitalität von Pollen 

und Samenanlagen in vier Kombinationen untersucht: Phosphor-Optimal mit Piri, 

Phosphor-Optimal ohne Piri, Phosphor-Mangel mit Piri, Phosphor-Mangel ohne Piri. 

Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl die Phosphorernährung als auch Piri die Entwicklung 

generativer Merkmale deutlich beeinflussten. Zudem wurde die Reaktion der Pflanzen 

verbessert, wenn beide Faktoren in der Kombination (Phosphor-Optimal mit Piri-

Besiedelung) zur Wirkung kamen. So erhöhte Piri-Inokulation die Phosphor-Aufnahme im 

oberen Optimalbereich (> 3,7 mg P / g TM) weiter signifikant um 11,2%. Die Blüten 

entwickelten dabei die höchsten Anteile homogener Mikrosporen sowie die höchste 

Vitalität von Pollenkörnern und Samenanlagen, wenn bei optimaler Phosphor-Düngung 

gleichzeitig eine Piri-Inokulation erfolgte. Dagegen wurden die niedrigsten Werte 

beobachtet, wenn bei mangelnder Phosphor-Düngung keine Piri-Inokulation stattgefunden 

hatte. Die Piri-Inokulation erhöhte die Vitalität der Pollen und Samenanlagen bei beiden 

Phosphor-Angeboten jedoch insbesondere durch eine verbesserte Phosphat-Versorgung. 

Ohne Piri-Inokulation reduzierte sich die Vitalität bei gleichem Phosphor-Angebot. Das 

Phosphorangebot erwies sich als dominierender Faktor. So entwickelten sich bei optimaler 

Phosphor-Düngung der Pflanzen im Mittel mehr homogene Mikrosporen sowie mehr 

vitale Pollen und Samenanlagen als bei Phosphor-Mangel.  

 



Kapitel 4: Wurzelbesiedelung mit Piriformospora indica fördert bei optimalem 
Phosphorangebot die Mikrosporogenese sowie die Pollen- und Samenanlagenqualität bei 
Cyclamen persicum 

 59

4.2 Einleitung 

Viele Studien zeigen, dass Umweltbedingungen wie Herbivorie, Bodenfruchtbarkeit und 

Mykorrhiza-Infektionen durch Veränderungen der Blütenanzahl und / oder Pollenanzahl 

pro Blüte Auswirkungen auf die Pollen-Produktion einer Pflanze haben (z. B. Lau et al., 

1995; Poulton et al., 2001b). 

Neben Stickstoff und Kalium spielt Phosphor eine große Rolle bei diesen Vorgängen. 

Viele Publikationen berichteten über die Bedeutung des Phosphors für Pflanzen. Phosphor 

ist wichtigster Energieträger und hat u. a. Einfluss auf den Knospenansatz, die 

Blütenanzahl, die Größe des Pollenkornes und die Samenbildung. Poulton et al. (2002) 

zeigten bei Tomaten, dass Phosphor Auswirkungen auf den Blütenansatz, die Fruchtmasse, 

die Samenanzahl und die Pollenanzahl pro Pflanze sowie die mittlere Pollenproduktion pro 

Blüte hat. Zudem wird für Cucurbita pepo (Cucurbitaceae) berichtet, dass auch die Größe 

des Pollens und seine chemische Zusammensetzung beeinflusst werden (Lau und 

Stephenson, 1994).  

Die überwiegende Zahl der Pflanzenarten profitiert von einer symbiontischen Pilz-

Besiedelung durch die verbesserte Nährstoffverfügbarkeit. Insbesondere gilt dies für den 

Phosphattransport an die Wurzel. Hayman (1983), Smith und Gianinazzi-Pearson (1988) 

und Li et al. (1991) berichteten, dass arbuskuläre Mykorrhizapilze eine besondere 

Fähigkeit zur Verbesserung der Phosphor (P)-Ernährung der Pflanzen haben. Zudem 

wurden andere endophytische Pilze identifiziert, die zur Förderung des 

Pflanzenwachstums beitragen können. Zu ihnen gehört der Pilz Piriformospora indica 

(Sebacinales) (Weiss et al., 2004). Der Einsatz von P. indica führte zur Verbesserung des 

Wachstums und der Gesundheit der Pflanzen (Singh et al., 2000). Ergänzend zur 

Wachstums- und Biomasseförderung, wurden eine frühere Blüte und höherer Ertrag 

beobachtet (Rai et al., 2001; Barazani et al., 2005; Waller et al., 2005). Zudem erhöhte 

eine Besiedelung mit Piriformospora indica (P. indica) in Gerste auch die Toleranz 

gegenüber leichtem Salzstress und förderte die Resistenz gegenüber Wurzel- und 

Blattpathogenen. (Waller et al., 2005; Serfling et al., 2007; Deshmukh und Kogel, 2007; 

Baltruschat et al., 2008).  

Auf der Grundlage dieser unterschiedlichen, physiologischen Wirkungen von P. indica, die 

den Auswirkungen arbuskulärer Mykorrhizapilze ähnlich sind, wird vermutet, dass eine 
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Inokulation der Wurzeln mit dem Endophyten (Piriformospora indica) auch wichtige 

befruchtungsbiologische Parameter wie die Vitalität der Pollen und Samenanlagen sowie 

die Mikrosporogenese beeinflussen kann. Das sollte am Beispiel von Cyclamen persicum 

`Melody´. in Kombination mit einem differenzierten P-Angebot geklärt werden.  

 

 

4.3 Material und Methoden 

 

4.3.1 Pflanzenmaterial und Düngung 

Jungpflanzen von C. persicum `Melody´ white (Fa. VARINOVA, NL) wurden in 

Kalenderwoche 28 im 5-Blattstadium in 12er Töpfe mit je 700 ml Substrat getopft (1 

Pflanze je Topf). Als Substrat wurde Weißtorf (Letta Flor, S.I.A. Nordtorf) verwendet. Im 

Ergebnis von Vorversuchen (Kalkungsreihe) wurde der Kalkbedarf ermittelt und ein pH-

Wert von 6,3 durch Beimischung von 6,15 g CaCO3 pro Liter Torf-Substrat eingestellt 

(Röber und Schaller1985). Außerdem wurden dem Torf zu Versuchsbeginn 30% des 

Angebots der übrigen Nährstoffe (N, P, K, Mg und Mikronährstoffe) in gelöster Form als 

Grunddüngung zugemischt. Die verbleibenden 70% dienten der flüssigen Nachdüngung an 

12 Terminen (Fischer und Anneser 2003). Die Phosphorversorgung war ein Prüffaktor und 

wurde in den Abstufungen Phosphor-Optimal und Phosphor-Mangel als Ca(H2PO4)2 

gedüngt (Gesamtangebot siehe Prüfvarianten A, B, C, D - davon 30% Grunddüngung als 

Ca(H2PO4)2: P-Optimal 129 mg/Topf, P-Mangel 16 mg/Topf). Die flüssige Nachdüngung 

begann drei Wochen nach dem Topfen. In 100 ml Nährlösung wurden je Pflanze und 

Woche bei optimaler Phosphor-Düngung 25 mg Ca(H2PO4)2 und bei P-Mangel 3 mg 

Ca(H2PO4)2 dosiert. Im übrigen erhielten alle Pflanzen in der gleichen Nährlösung ein 

optimales Nährstoffangebot aus dem phosphatfreien Mehrnährstoffdünger Flory8 (20%N, 

0%P2O5, 16%K2O, 1,5%MgO, 0,02%B, 0,03%Cu, 0,075%Fe, 0,050Mn, 0,001%Mo, 

0,01%Zn; EUFLOR GmbH, München).  

Die applizierte Düngermenge des Flory 8 ergab sich aus der optimalen Stickstoffdosis 

(390 mg N/Pfl; davon 30% zur Grunddüngung = 130 mg N/Topf = 585 mg Flory 8/Topf). 

Zur optimalen Kaliumversorgung waren insgesamt 610 mg K2O/Pfl vorgesehen. Jedoch 
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war die Kaliummenge des Flory8 mit 312 mg K2O/Pfl unzureichend und wurde daher um 

298 mg K2O/Topf als K2SO4 ergänzt. Von den benötigten 610 mg K2O/Pfl wurden 30% 

als Grunddüngung = 203 mg K2O/Topf verabreicht. Entsprechend der flüssigen 

Nachdüngung wurden je Pflanze und Woche 114 mg Flory8 sowie 32 mg K2SO4 

appliziert. In diesen Nährlösungen summierten sich die Düngermengen aus Ca(H2PO4)2; 

Flory8 und K2SO4 bei Phosphor-Optimal auf 1,71 g/l und bei Phosphor-Mangel auf 1,49 

g/l. Zur genauen Terminierung der flüssigen Nachdüngung wurde der aktuelle 

Nährstoffstatus im Substrat nach Zerche et al. (2008) 14- tägig gemessen (Substratgehalte 

in mg / l Torf-Substrat: P-Optimal 223 NO3-N, 337 K; P-Mangel: 298 NO3-N, 431 K; 

Messtermine N=11 bei 302 Kulturtagen). In den Prüfvarianten mit Phosphor-Mangel 

wurde nach Zufuhr der gesamten P-Menge (32 mg P2O5/Pflanze) die flüssige 

Nachdüngung von N und K im Vergleich zu den optimalen Phosphor-Varianten zeitweise 

reduziert oder eingestellt, da die P-Limitierung neben dem Wachstum auch die N- und K-

Aufnahme reduzierte und so die N- und K-Vorräte im Substrat etwas anstiegen. In 

Variante Phosphor-Optimal erfolgte wegen der hohen N-Aufnahme während der 

Entwicklung der Samenkapseln eine zusätzliche N-Düngung von 101 mg Ca(NO3)2+4H2O 

je Topf mit 100 ml Nährlösung. Das Ceteris paribus Prinzip (Gleichbehandlung aller 

Varianten) wurde gewahrt, indem die Varianten mit Phosphor-Mangel gleichzeitig 100 ml 

Wasser je Topf bekamen. Um Nährstoffverluste mit dem Drain zu verhindern, hatte jeder 

Topf einen eigenen Untersetzer. Die Pflanzen wurden bei 18 – 25 °C im Gewächshaus 

kultiviert und nach Bedarf zusätzlich mit Wasser gegossen. Blühbeginn war in der 35. 

Kalenderwoche. 
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4.3.1.1 Prüfvarianten 

A. Pflanzen optimal mit Phosphor ernährt mit Piri-Inokulation (P+Piri+), 260 mg 

P2O5/Pflanze für ein nicht limitiertes Wachstum. 

B. Pflanzen optimal mit Phosphor ernährt ohne Piri-Inokulation (P+Piri-), 260 mg 

P2O5/Pflanze 

C. Pflanzen mit Phosphormangel mit Piri-Inokulation (P-Piri+), 32 mg P2O5/ Pflanze  

D. Pflanzen mit Phosphormangel ohne Piri-Inokulation (P-Piri-), 32 mg P2O5/ Pflanze 

Untersucht wurden 84 Pflanzen (7 Pflanzen/3 Wiederholungen/4 Varianten, gesamt = 84 

Pflanzen). 

 

 

4.3.2 Methoden 

 

4.3.2.1 Inokulation mit dem Pilz Piriformospora indica und Nachweis der 

Wurzelbesiedelung 

Der Pilz Piriformospora indica wurde in dankenswerter Weise durch Herrn Dr. 

Baltruschat (Universität Gießen, Germany) zur Verfügung gestellt. Die Kultur des Pilzes 

erfolgte in PDB-Medium in 250 ml Erlenmeyerkolben auf einem Schüttler (100 U/Minute) 

bei 23 °C. Nach 14 Tagen wurde abfiltriert und das Mycel durch Abtupfen von 

überschüssigem Nährmedium befreit. Die Inokulation erfolgte mit 10 ml/Pflanze einer 

0.1%igen Piri-Suspension (1g Frischmycel pro Liter Wasser) im 12-14 Blattstadium vier 

Wochen nach dem Pikieren.  

7 Pflanzen/3 Wiederholungen/4 Varianten, gesamt = 84 Pflanzen. Der Nachweis des Pilzes 

erfolgte vier Wochen später mit Trypanblau 1% nach Phillips und Hayman (1970). Dafür 

wurden von den jungen weißen Wurzeln der Pflanzen je Probe zufällig 15 Stücke 

ausgewählt und gesammelt. Dazu wurden die Wurzeln einer Probe in ein Probengläschen 

überführt und mit 10 % KOH 18 Minuten im Wasserbad bei +90°C erhitzt. Anschließend 

wurden die Probengläschen aus dem Wasserbad entnommen und die KOH-Lösung gegen 

5 %ige HCl-Lösung (154ml 32 %ige HCl/1000 ml A. dest.) ausgetauscht. Die Wurzeln 
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blieben für etwa 3 min in der Lösung und waren dabei nicht im Wasserbad. Anschließend 

wurde die HCl-Lösung entfernt, Färbelösung (1% Trypanblau) zu den Wurzelproben 

gegeben und nochmals 7 min im Wasserbad bei 95 °C erhitzt.  

Nun wurde die Färbelösung entfernt, 96%iges Ethanol auf die gefärbten Wurzeln gegeben 

und nochmals im Wasserbad bei 95 °C für 2 min erhitzt (Ethanol entfernt die 

überschüssige Farbe und entlüftet gleichzeitig das Gewebe). Anschließend wurde das 

Ethanol gegen Lactolösung ausgewechselt (Lactolösung: Milchsäure, 87% Glycerin und 

A. dest im Verhältnis 1:2:1 mischen). Die Wurzeln von 25 Stücken wurden nun 

geschnitten, dann mit Milchsäure (90%) in Längsrichtung auf einen Objektträger 

aufgesetzt und mit Deckglas versehen. Die Untersuchung erfolgte mittels 

Durchlichtmikroskopie. Nach viermaligem Zählen (von oben nach unten) wurde der 

prozentuale Anteil der Wurzeln mit Piri-Besiedelung errechnet.  

 

 

4.3.2.2 Pollenbildung 

Von fünf Pflanzen je Wiederholung und Variante (n = 5 Pflanzen x 3 Wiederholungen x 4 

Varianten = 60 Pflanzen) wurden jeweils 3-5 Blüten pro Pflanze analysiert und 150 

Pollenmutterzellen (PMZ) ausgewertet. Für die Analyse der frühen Stadien der 

Pollenbildung wurden Blüten verwendet, deren Petalen ca. 1 mm sichtbar waren. Für die 

Tetradenanalyse hatten die Petalen eine Größe von ca. 3 mm. Die Antheren wurden in 

einem Gemisch aus Ethanol (90%ig) und Essigsäure (99%ig) im Verhältnis 3:1 für mind. 

24 Stunden bei +4°C fixiert. Nach der Spülung in Aqua dest. erfolgte die Färbung mit 

3,8%iger Karminsalzsäure für zwei Tage bei +4°C. Zur mikroskopischen Auswertung 

unter Durchlicht wurde zusätzlich mit 4%iger Karminessigsäure gefärbt.  
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4.3.2.3 Pollenvitalität 

In die Untersuchungen zur Pollenvitalität (PV) wurden drei Proben je Wiederholung der 

vier Varianten (n = 3 Proben x 3 Wiederholungen x 4 Varianten = 36) einbezogen. Die 

Proben wurden dreimalig im Abstand von zwei Monaten (Dezember, Februar und April) 

gewonnen. Es wurden Blüten im Stadium ca. ein bis drei Tage vor Anthese bis unmittelbar 

zu Anthesebeginn verwendet. Untersucht wurde ein Pollengemisch aus jeweils 9 bis 12 

Blüten je Variante und Wiederholung. Der Nachweis der Esteraseaktivität erfolgte mittels 

FDA (Fluoreszeindiacetat) nach Kison und Franke (1980).  

Zur Auswertung kamen jeweils 3-mal x 300 Pollenkörner je Pollenprobe. Dabei galten die 

intensiv grün-gelb fluoreszierenden Pollenkörnern als vital, nicht fluoreszierende als nicht 

vital. 

 

 

4.3.2.4 Vitalität der Samenanlagen 

Es wurden fünf Proben je Wiederholung der vier Varianten (n = 5 Proben x 3 

Wiederholung en x 4 Varianten = 60) bestehend aus drei Blüten je Probe analysiert. Die 

Fruchtknoten wurden einen Tag vor der Anthese isoliert, die Fruchtknotenhülle entfernt 

und für drei Stunden bei 35°C, bei Dunkelheit mit 1%iger TTC-Lösung (2,3,5-

Triphenyltetrazoliumchlorid) behandelt. Rot gefärbte Samenanlagen wurden als vital 

eingestuft.  

 

 

4.3.2.5 Mikroskopische Analysen 

Die Analysen zur Pollenvitalität, Pollenbildung und Vitalität der Samenanlagen wurden 

mit einem Leitz-Mikroskop (DM RB) unter Auflichtfluoreszenz oder Durchlicht 

durchgeführt.  
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4.3.2.6 Phosphatuntersuchung 

Die P-Konzentration im Spross (Blattproben) wurde an drei Terminen (Dezember, 

Februar, April) in ausgewählten Wachstumsstadien im Abstand von zwei bis drei Monaten 

je Wiederholung der vier Varianten untersucht. Zur Bestimmung der 

Phosphorkonzentration wurde nach Trocknung (48h bei 60°C) und Pulverisierung 250 mg 

Pflanzenmehl zum mikrowellengestützten Säureaufschluss (2 ml 65% HNO3, µPREP-A 

Mikrowellen-System, MLS GmbH, Leutkirch, Germany, Lautenschläger and Kopp, 2000) 

verwendet. Die Aufschlusslösung wurde auf ein Endvolumen von 50 ml aufgefüllt und 

darin die P-Konzentration mit der Vanadat-Molybdat-Methode bei 440 nm am 

Spektralphotometer (V-550; Jasco Corp., Tokyo, Japan) gemessen (Zerche et al.2008). Die 

Phosphorgehalte wurden in mg pro Gramm Trockenmasse ermittelt. 

 

 

4.3.2.7 Statistische Verfahren 

Für die statistsiche Analyse der Daten wurde das Software-Paket Statistika 6.1 (STATSOFT, 

TULSA, USA) verwendet. Die Messdaten wurden varianzanalytisch mittels 

ANOVA/MANOVA ausgewertet. Der multivariate Zusammenhang zwischen prozentualen 

Anteilen der Tetraden, Triaden und Dyaden wurden mittels Wilks's Lambda untersucht 

und die Mittelwertdifferenzen mit Tukey HSD Test’s bei α = 0,05 auf Signifikanz geprüft.  

 

 

4.4 Ergebnisse 

 

4.4.1 Einfluss des P-Angebotes und der Piri-Besiedlung 

Die P-Konzentration in den Blattproben wurde durch Piri-Applikation signifikant 

beeinflusst. Der höchste Wert wurde bei +P +Piri mit 4,20 mg P/g Trockenmasse (TM) 

gemessen. Im Prüfglied +P -Piri nahm die P-Konzentration um 0,47 auf 3,73 mg P/g TM 

signifikant ab. Bei mangelndem P-Angebot sank die P-Konzentration mit Piri-Besiedelung 
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(–P +Piri) deutlich bis auf 1,14 mg P/g TM ab und erreichte bei –P –Piri nur noch 1,08 mg 

P/g TM. 

 

 

4.4.2 Intensität der Piri-Besiedlung der Cyclamenwurzeln 

Der Besiedlungsgrad der Cyclamenwurzeln durch den Pilz wurde von der 

Phosphordüngung beeinflusst. So erreichte er in der Variante mit Phosphor-Mangel 36,7% 

und war damit der Variante mit normalem Phosphorangebot (22,7%) signifikant 

überlegen. Sporen und Hyphen des Piri-Pilzes waren unter Durchlicht deutlich erkennbar 

(Abb. 1). Bei allen Varianten, die nicht mit dem Pilz inokuliert wurden, war keine 

Besiedlung feststellbar (Besiedlungsgrad 0 %). 

 

 

 

Abb. 1. Junge Pflanzenwurzeln vier Wochen nach der Inokulation mit Piriformospora indica nach 

Trypanblau-Färbung  

 

 

4.4.3 Einfluss von Phosphorstatus und Piri-Inokulation auf die Mikrosporogenese 

Ein Vergleich der prozentualen Anteile der Tetraden, Triaden und Dyaden im 

Tetradenstadium lässt einen Einfluss des Phosphorangebots und der Piri-Inokulation 

deutlich erkennen. So entwickelte sich in den Knospen der Pflanzen +P +Piri der höchste 
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Anteil Tetraden mit normalen Mikrosporen (vier optisch gleich große Mikrosporen) mit 

94,9% und der niedrigste Anteil an Triaden mit anomalen Mikrosporen (eine große und 

zwei kleine Mikrosporen) mit 5,1%. Dyaden wurden nicht beobachtet (Abb. 2). Die 

Analyse der Daten mittels ANOVA, Tukey HSD test (α = 0,05) zeigte, dass der Anteil der 

Tetraden in der Reihenfolge der Varianten: +P + Piri, +P - Piri, -P + Piri und -P - Piri von 

94,9% über 90,3% und 75,5% bis auf 73,0% signifikant abnahm (Abb. 2). Ohne Piri-

Inokulation war bei normalem Phosphor-Angebot eine signifikante Zunahme des 

Triadenanteils auf 9,7%, und bei weiter sinkendem Tetradenanteil in den P-Mangel-

Varianten auf 23,1 bis 25,0% zu verzeichnen (Abb. 2). 

Neben der Zunahme anomaler Triaden bewirkte ein P-Mangel auch, dass sich ein geringer 

aber signifikanter Anteil anomaler Dyaden (1,4 bis 2,0%) entwickelte, der von der Piri-

Inokulation unbeeinflusst blieb (Abb. 2).  

 

 

 

Abb. 2. Einfluss von Phosphorangebot und Piri-Inokulation auf die prozentualen Anteile der 

Tetraden, Triaden und Dyaden,. Für den multivariaten Zusammenhang der Prüfmerkmale ergab 

Wilks’ Lambda = 0,258 mit F(6,110) = 95,790, p = 0,0000). Verschiedene Buchstaben 

kennzeichnen signifikante Unterschiede bei p ≤ 0.05 % für das jeweilige Merkmal 
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich sowohl die Phosphordüngung als 

auch die Piri-Inokulation auf den Anteil der Tetraden, Triaden und Dyaden im 

Tetradenstadium auswirken. Weiterhin war Phosphor der Hauptfaktor für eine hohe 

Anzahl homogen ausgebildeter Pollenmutterzellen (PMZ) (Tetraden mit vier gleichen 

Mikrosporen) bei gleichzeitig wenigen anomalen PMZ mit drei Mikrosporen. Dyaden im 

Tetradenstadium traten bei der Variante Phosphor-Optimal nicht auf (Abb. 3A).  

Im Vergleich dazu wurden bei der Variante Phosphor-Mangel zusätzlich zu den PMZ mit 

vier homogenen Mikrosporen auch Triaden und Dyaden beobachtet (Abb. 3B).  

 

 

Abb. 3. PMZ im Tetradenstadium der Mikrosporogenese: (A) - Varianten-Phosphor-Optimal, PMZ 

mit vier homogenen Mikrosporen; (B) - Varianten-Phosphor-Mangel, PMZ mit Tetraden und 

Triaden, T = Triade, Te = Tetrade  

 

 

4.4.4 Wechselwirkung von P-Angebot und Piri-Inokulation auf die Pollenvitalität 

Die Analyse der Pollenvitalität (PV%) ergab einen signifikanten, aber relativ schwach 

ausgeprägten Wechselwirkungseffekt von Phosphor-Angebot und Piri-Inokulation (Abb. 

4). Dieser basierte auf unterschiedlich starken Effekten der Hauptwirkungen. Dabei erwies 

sich das Phosphor-Angebot als dominierender Faktor. So entwickelten sich bei optimaler 

Phosphor-Düngung und im Mittel der Varianten mit Piri-Inokulation deutlich vitalere 

Pollen als bei P-Mangel (80,2% gegenüber 57,7%). Die Piri-Inokulation erhöhte die 

Pollenvitalität bei beiden Phosphor-Angeboten unterschiedlich. Die höchste Pollenvitalität 
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(PV%) wurde bei +P +Piri festgestellt und erreichte so 86,1% (Abb. 4). Bei +P -Piri 

reduzierte sich die PV% signifikant um 11,8% auf 74,3%.  

Bei Phosphor-Mangel verringerte sich die PV% dagegen um  weitere 14,9-18,2% auf 

59,4% und 56,1%, wobei kein signifikanter Einfluss der Piri- Inokulation mehr vorhanden 

war. Der Entnahmetermin der Proben (Dezember, Februar und April) hatte keinen 

Einfluss. 
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Abb. 4. Einfluss von Phosphor-Menge und Piri-Inokulation auf die Pollenvitalität. Die 

Varianzanalyse ergab einen signifikanten Effekt: F (1, 32) = 11,113, p = 0,002 (Werte mit 

unterschiedlichen Buchstaben sind bei p≤0,05 signifikant voneinander verschieden). 
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4.4.5 Einfluss von P-Angebot und Piri auf die Lebensfähigkeit der Samenanlagen 

Die Ergebnisse belegen, dass eine hohe Lebensfähigkeit der Samenanlagen eine 

ausreichende Phosphordüngung verlangt, sich jedoch in Kombination mit einer 

Inokulation des endophytischen Pilzes P. indica (Piri) noch etwas verbessern lässt. So war 

der Einfluss des Phosphorangebotes mit Abstand am stärksten.  

Durch die Daten-Analyse mittels ANOVA und einen folgenden Tukey HSD–Test (α = 

0,05) wurde nachgewiesen, dass zwischen allen geprüften Varianten signifikante 

Unterschiede bestehen (Abb. 5). 

Den höchsten Anteil lebensfähiger Samenanlagen von 99,1% erreichte die Variante +P 

+Piri.  

Mit einem kleinen aber signifikanten Unterschied folgte die Variante +P -Piri (96,7%). 

Dagegen bildeten die Varianten mit P-Mangel deutlich geringere Anteile lebensfähiger 

Samenanlagen und erreichten in der Variante -P +Piri 89,8% und in der Variante -P -Piri 

87,1% (Abb. 5). Bei optimaler P-Düngung und im Mittel der Piri-Varianten waren 97,9% 

der Samenanlagen lebensfähig. Im Unterschied dazu waren es bei Phosphormangel nur 

88,4%. Nach einer Piri-Inokulation waren im Mittel der Phosphor-Varianten 94,4% der 

Samenanlagen lebensfähig, während es ohne Inokulation nur 91,9% der Samenanlagen 

waren. Die Ergebnisse zeigen die Signifikanz der Haupteffekte der beiden 

Einflussfaktoren, wobei keine Wechselwirkung vorhanden war (Abb. 5). 
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Abb. 5. Einfluss von Phosphor-Angebot und Piri-Inokulation auf den Anteil lebensfähiger 

Samenanlagen. Die Varianzanalyse ergab einen signifikanten Effekt: F (1, 56) = 0,291, p = 0,591 

(Werte mit unterschiedlichen Buchstaben, sind bei p≤0,05 signifikant voneinander verschieden). 

 

 

Abbildung 6 zeigt deutlich die Unterschiede zwischen vitalen und nicht vitalen 

Samenanlagen nach Tetrazoliumfärbung. Bei vitalen Samenanlagen ist insbesondere der 

Embryosack intensiv rot gefärbt. Nicht vitale Samenanlagen sind nicht gefärbt. 

 

  

Abb. 6. Nachweis der Samenanlagenvitalität nach Tetrazolium-Färbung, Dunkelfeldmikroskopie, 

vitale Samenanlagen intensiv rot gefärbt, nicht vitale grauweiß, ES - Embryosack  
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4.5 Diskussion 

 

Die Entwicklung von Pflanzen steht in Wechselwirkung von Genotyp und Umwelt. Die 

Ernährung der Samenträger ist eine wesentliche Einflussgröße der Umwelt. So spielt 

Phosphor neben Stickstoff und Kalium eine große Rolle bei vielen Vorgängen.  

Es gibt zahlreiche Publikationen, die analog der eigenen Ergebnisse über einen 

Zusammenhang zwischen Phosphor-Angebot und reproduktiven Eigenschaften berichten. 

Als Merkmale, die auf die P-Düngung reagieren, wurden z.B. die Masse der Früchte, die 

Anzahl der Samen und Pollen pro Pflanze, die Pollenproduktion pro Blüte, die Größe eines 

Pollens und seine chemische Zusammensetzung identifiziert. So kann ein hohes 

Phosphorangebot bei Kürbis (Cucurbita pepo, Cucurbitaceae) (Lau und Stephenson, 1994; 

Lau et al., 1995) und Tomate (Lycopersicon esculentum) (Poulton et al., 2001a) die 

Qualität der Pollen und die Pollenmenge fördern.  

Die verbesserte Qualität führt zu einer höheren Fitness und verbesserten Funktion der 

männlichen Reproduktionsorgane. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestätigen dies 

erstmals für Cyclamen. Wie vermutet, traten bei mangelnder Phosphorversorgung 

deutliche Effekte auf die Pollen- und Samenanlagenqualität zutage. Dabei erwies sich das 

Phosphorangebot als dominierender Faktor. Die Pollen und Samenanlagen zeigten bei 

optimaler P-Düngung der Pflanzen und im Mittel der Varianten deutlich vitalere Pollen 

und Samenanlagen als bei P-Mangel. Außerdem war der Anteil homogen ausgebildete 

Pollenmutterzellen (PMZ) positiv mit dem Phosphorangebot korreliert. Mit optimalem 

Phosphorangebot entwickelte sich ein höherer Anteil an Tetraden mit normalen 

Mikrosporen und ein niedrigerer Anteil an Triaden mit anomalen Mikrosporen.  

In der gärtnerischen Praxis kann die Qualität der Pflanze nicht nur durch die Düngung, 

sondern auch durch andere Umweltfaktoren beeinflusst werden, wie z. b. durch 

Interaktionen mit Mikroorganismen. Für die Pflanze können sich diese Interaktionen 

sowohl positiv auf ihre Ernährung und Entwicklung, als auch auf ihre Resistenz bzw. 

Toleranz gegenüber biotischen und abiotischen Einflüssen auswirken (Azcón-Aguilar und 

Barea, 1996; Lekberg und Koide, 2005). Zu diesen Organismen gehören beispielsweise 

Mykorrhiza und P. indica. Eine wichtige und dramatische Auswirkung der Mykorrhiza-

Kolonisation auf die Wirtspflanzen wird im Anstieg der Phosphoraufnahme ersichtlich 

http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=T2jAajH5N8djfl955Lo&name=LAU%20TC&ut=A1994NU31300003&pos=1
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=T2jAajH5N8djfl955Lo&name=STEPHENSON%20AG&ut=A1994NU31300003&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=T2jAajH5N8djfl955Lo&name=LAU%20TC&ut=A1995QG75600008&pos=1
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=T2jAajH5N8djfl955Lo&name=Poulton%20JL&ut=000174973100025&pos=1
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(Hayman, 1983; Smith und Gianinazzi-Pearson, 1988; Li et al, 1991; Koide, 1991; 

Harrison, 2005). Die verbesserte Aufnahme der Nährstoffe beruht in erster Linie auf der 

Fähigkeit der Mykorrhiza-Pilze, die Nährionen aus dem Boden zu absorbieren und sie in 

die Wurzeln der Wirtspflanzen zu transferieren (Asimi et al., 1980; George et al., 1995). 

Darüber hinaus zeigten zahlreiche Studien einen deutlichen positiven Einfluss der 

Mykorrhiza auf die reproduktiven Eigenschaften der Wirtspflanzen, die von einer 

verbesserten Phosphat-Versorgung aus der Symbiose profitieren. So haben Poulton et al. 

(2002) bei Tomaten festgestellt, dass Mykorrhiza-Kolonisierung in Kombination mit einer 

hohen Phosphorverfügbarkeit im Boden die Bedingungen für reproduktives Wachstum 

(Blütenproduktion insgesamt, Fruchtmasse, Samen- und Pollenproduktion pro Pflanze und 

mittlere Pollenproduktion pro Blüte) verbessern. 

Eigene Ergebnisse zur Blütenproduktion, dem Blühzeitpunkt und dem Samenertrag 

werden in dieser Arbeit nicht dargestellt, Ergebnisse dazu, stehen aber im folgenden 

Artike. Im Allgemeinen sind die Reaktionen von Wirtspflanzen auf Mykorrhiza-

Inokulation und verbesserte Phosphorernährung stärker bei reproduktiven als bei 

vegetativen Merkmalen ausgeprägt. Dabei bestehen die sortentypischen Reaktionen in 

einer verbesserten Funktion der männlichen Reproduktionsorgane im Vergleich zu den 

weiblichen Poulton et al. (2002). Poulton et al. (2001a,b) zeigten bei Lycopersicon 

esculentum (Solanaceae), dass Mykorrhiza-Kolonisation speziell bei hohem 

Phosphorangebot des Bodens zur Steigerung der Pollen-Qualität führt. Ähnliche 

Ergebnisse fanden Lau und Stephenson (1994) und Lau et al. (1995) bei Cucurbita pepo 

(Cucurbitaceae). 

Für den Bodenpilz P. indica, der phylogenetisch in der Nähe von Mykorrhiza-

Endosymbionten von Orchideen und ericoiden Wurzeln einzuordnen ist, sind ähnliche 

Wirk-Effekte wie bei Mykhorriza zu erwarten. Nachweislich fördert er das Wachstum 

verschiedener Pflanzenarten (Varma et al., 1999; Weiß et al., 2004). So diskutieren Pham 

et al. (2004), Shahollari et al. (2005) und Oelmuller et al. (2009) über einen positiven 

Effekt von P. indica durch verbesserte Phosphatzufuhr. P. indica erhöhte die Frischmasse 

der  Wurzel, die Wurzelverzweigung, Wurzellänge und Biomasse (Kaldorf et al., 2005; 

Shahollari, 2005; Varma et al., 1999; Waller et al., 2005; Kumar et al., 2009) verkürzte 

den Blühbeginn, erhöhte die Blütenanzahl und die Samenzahlen (Rai et al., 2001; Barazani 

et al., 2005; Shahollari et al., 2007). Sirrenberg et al. (2007) berichten bei Arabidopsis 

http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=T2jAajH5N8djfl955Lo&name=Poulton%20JL&ut=000174973100025&pos=1
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=T2jAajH5N8djfl955Lo&name=Poulton%20JL&ut=000174973100025&pos=1
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=T2jAajH5N8djfl955Lo&name=Poulton%20JL&ut=000171664500008&pos=1
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Kapitel 4: Wurzelbesiedelung mit Piriformospora indica fördert bei optimalem 
Phosphorangebot die Mikrosporogenese sowie die Pollen- und Samenanlagenqualität bei 
Cyclamen persicum 
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durch die Auxinproduktion von P. indica über eine Stimulation das Wurzelwachstums und 

der Verzweigung. Eine Studie an Soja zeigt, dass durch exogenes Auxin die 

Phosphataufnahme induziert werden kann (Shen et al., 2006) P. indica hat ähnlich positive 

Wirkungen auf die generativen Organe von Cyclamen wie Mykorrhiza auf andere 

Pflanzenarten. Beide Symbiosetypen verbessern den Zugang der Pflanzen zu 

Nährstoffvorräten im Boden insbesondere Phosphat und fördern dadurch u. a. die 

Pollenbildung und die Vitalität der Pollen und Samenanlagen. Nach Bergmann (1988, pp. 

380) haben Cyclamen in einem Bereich von 2,5 - 4,0 mg P/g TM eine ausreichende 

Phosphor-Aufnahme. 

In den Prüfgliedern mit optimalem Phosphor-Angebot lag die Phosphor-Konzentration 

somit im oberen Optimalbereich. Zudem hatte die Piri-Besiedelung offenbar weitere 

positive Effekte auf die Phosphor-Verfügbarkeit im Substrat und erhöhte infolgedessen die 

Phosphor-Aufnahme der Cyclamen. Bei mangelndem P-Angebot wurde die untere Grenze 

dieses Bereiches um mehr als 100% unterschritten. Dies weist auf eine deutlich limitierte 

P-Aufnahme hin, die wegen des akuten P-Mangels im Substrat auch bei Piri-Inokulation 

nicht mehr zu verbessern war. Die höhere P-Verfügbarkeit (+P +Piri) hatte einen eindeutig 

positiven Effekt auf die Vitalität von Pollen und Samenanlagen. Ohne Piri-Inokulation 

reduzierte sich bei optimalem P-Angebot die Vitalität deutlich. Außerdem war der Anteil 

homogen ausgebildeter Pollenmutterzellen mit einer Piri-Besiedelung deutlich erhöht. So 

entwickelte sich in Knospen der Pflanzen mit optimalem Phosphorangebot und 

zusätzlicher Piri-Inokulation der höchste Anteil an Tetraden mit normalen Mikrosporen. 

Das Auftreten von Triaden und Dyaden deutet auch hier auf Störungen in der 

Pollenbildung hin. Umwelteinflüsse, wie z. B. P-Mangel können Störungen in der 

Pollenbildung hervorrufen. Das geschieht offenbar schon in den frühen Stadien der 

Mikrosporogenese die besonders sensibel auf Umwelteinflüsse reagieren.  

Von Interesse für den gärtnerischen Samenbau ist der weitere Einfluss des Pilzes noch 

über die Pollen- und Samenanlagenlebensfähigkeit hinaus, auf die Samenzahlen und die 

Saatgutqualität.  
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5 Einfluss von Piriformospora indica und Phosphor-Angebot auf 

Befruchtung und Samenbildung bei Cyclamen  

 

5.1 Zusammenfassung 

Am Beispiel von Cyclamen persicum cv. `Melody’ wurde der Einfluss einer 

Wurzelbesiedelung mit dem Pilz Piriformospora indica (Piri) in Kombination mit 

optimalem und mangelndem Phosphorangebot auf vegetative und generative Merkmale 

wie (i) Pflanzendurchmesser, (ii) Blühzeitpunkt, (iii) Befruchtungsvorgang 

(Pollenschlauch-wachstum, Anteil Fruchtknoten mit Pollenschläuchen und Penetration 

der Pollenschläuche in die Micropyle), (iv) Aborte, (v) Samenbildung (anhand der 

Gewebedifferenzierung mittels Flow-Cytometrie) und (vi) Samenanzahl in vier Varianten 

untersucht: A. (P-optimal + Piri) x (P-optimal + Piri), B. (P-optimal - Piri) x (P-optimal - 

Piri), C. (P-Mangel + Piri) x (P-Mangel + Piri), D. (P-Mangel - Piri) x (P-Mangel - Piri). 

Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl Phosphor als auch Piri diese Merkmale deutlich 

beeinflussten. Dabei erwies sich das Phosphor-Angebot als dominierender Faktor. 

Pflanzendurchmesser, die Zahl der Pollenschläuche (PS) im Griffel, die PS-Penetration in 

die Mikropylen der Samenanlagen, die Geschwindigkeit der Gewebedifferenzierung in 

der Samenanlage sowie die Samenanzahl waren mit optimaler Phosphor-Düngung der 

Pflanzen deutlich besser als bei P-Mangel. Optimale Phosphor-Düngung und eine 

zeitgleiche Inokulation mit dem Pilz förderte die geprüften Merkmale allerdings am 

stärksten. Dagegen wurden für die Kombination (P-Mangel - Piri) x (P-Mangel - Piri) die 

niedrigsten Werte ermittelt. Eine Piri-Inokulation erhöhte den Pflanzendurchmesser, 

verbesserte das Pollenschlauchwachstum, beschleunigte die Samenbildung und erhöhte 

die Samenanzahl mit beiden P-Angeboten signifikant, jedoch insbesondere in 

Kombination mit optimalem Phosphatangebot. Zudem erhöhte eine Piri-Inokulation die 

Phosphataufnahme der Samenträger, wodurch die P-Konzentration im Blatt- und 

Knollengewebe zunahm.  
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5.2 Einleitung 

Eine Vielzahl von Umweltfaktoren, insbesondere die Ernährung sowie daran beteiligte 

Mikroorganismen entscheiden neben genetischen Faktoren über das Pflanzenwachstum. 

Mykorrhiza-Pilze gehören zu einer Gruppe von Mikroorganismen, die für die Pflanzen 

vorteilhaft sind. Von derartigen symbiontischen Pilz-Besiedelungen profitiert die 

überwiegende Zahl der Pflanzenarten infolge verbesserter Nährstoffverfügbarkeit. 

Insbesondere gilt dies für den Phosphattransport an die Wurzel. Ein geeignetes Beispiel 

bieten arbuskuläre Mykorrhiza-Symbiosen (AMS). So verbessern diese Pilze den Zugang 

der Pflanzen zu den Nährstoffvorräten des Bodens, insbesondere zu Phosphat (P) und Zink 

(Zn) (Ortas and Akpinar, 2006; Cavagnaro et al., 2006).  

Unter den Mikroorganismen wurden neben den Mykorrhiza-Pilzen auch andere 

endophytische Pilze identifiziert, die zur Förderung des Pflanzenwachstums beitragen 

können. Zu ihnen gehört der Pilz Piriformospora indica (Sebacinales), der erst 1997 

zufällig bei einer Analyse von Bodenproben aus der Thar Wüste (Rajasthan, Indien) von 

einer Spore eines arbuskulären Mykorrhizapilzes (AMP) isoliert wurde (Verma et al., 

1998). Die Inokulation mit dem Pilz Piriformospora indica (P. indica) bewirkte bei Mais 

eine Erhöhung der Frisch- und Biomasse (Varma et al., 1999) sowie der Wurzelanzahl und 

Wurzellänge (Kumar et al., 2009). Zudem förderte der Pilz durch eine frühere Blüte die 

Blüten- und die Saatgutproduktion (Rai et al., 2001; Barazani et al., 2005; Shahollari et al., 

2007). Er stimulierte außerdem die Wirkstoffproduktion in Heilpflanzen (Oelmuller et al., 

2009) und förderte die Bewurzelung von Pelargonien-Stecklingen (Drüge et al., 2007). 

Weiterhin führte eine Besiedelung mit P. indica (Piri) zu erhöhter Toleranz gegenüber 

leichtem Salzstress und stärkerer Resistenz gegenüber Wurzel- und Blattpathogenen 

(Waller et al., 2005; Serfling et al., 2007; Deshmukh et al., 2006; Deshmukh and Kogel, 

2007; Sherameti et al., 2008; Baltruschat et al., 2008; Stein et al., 2008). Phosphor spielt 

eine wichtige Rolle bei der Blüten- und Samenbildung. So zeigten Lau und Stephenson 

(1994) bei Cucurbita-Pepo (Cucurbitaceae) den Einfluss von Phosphor auf die Produktion 

von Blüten und Samen sowie auf die Größe der Pollenkörner. 

Zudem dokumentierten Poulton et al. (2001a, 2002) bei Tomaten die Auswirkungen des 

Phosphor-Angebotes auf die Fruchtmasse, die Samenanzahl, die Pollenanzahl pro Blüte 

und die Pollenqualität. Bisher liegen nur wenige Ergebnisse vor, die die positiven 

Wirkungen des Piri-Pilzes auf blühende Zierpflanzen zeigen (Drüge et al., 2007). Zu 
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diesen gehört C. persicum, das eine kommerziell kultivierte Zierpflanzenart ist und große 

Bedeutung in der europäischen Topfpflanzenproduktion hat. Bei den in Kapitel 4 

dargestellten Ergebnissen führte die Inokulation mit dem Pilz bei C. persicum `Melody´.  

in Verbindung mit einer optimalen P-Ernährung zu höherer Pollen- und 

Samenanlagenqualität. Es ist deshalb zu vermuten, dass eine Besiedelung der Wurzeln mit 

dem Endophyten P. indica neben  vegetativen auch generative Merkmale wie Befruchtung 

und Samenbildung, die Samenanzahl und damit die Saatgutproduktion positiv beeinflussen 

kann. 

 

 

5.3 Material und Methoden 

 

5.3.1 Pflanzenmaterial und Düngung 

Jungpflanzen von C. persicum `Melody´ white (Fa. VARINOVA, NL) wurden in 

Kalenderwoche 28 im 5-Blattstadium in 12er Töpfe mit je 700 ml Substrat getopft (1 

Pflanze je Topf). Als Substrat wurde Weißtorf (Letta Flor, S.I.A. Nordtorf) verwendet. Im 

Ergebnis von Vorversuchen (Kalkungsreihe) wurde der Kalkbedarf ermittelt und ein pH-

Wert von 6,3 durch Beimischung von 6,15 g CaCO3 pro Liter Torf-Substrat eingestellt 

(Röber und Schaller1985). Außerdem wurden dem Torf zu Versuchsbeginn 30% des 

Angebots der übrigen Nährstoffe (N, P, K, Mg und Mikronährstoffe) in gelöster Form als 

Grunddüngung zugemischt. Die verbleibenden 70% dienten der flüssigen Nachdüngung an 

12 Terminen (Fischer und Anneser 2003).  

Die Phosphorversorgung war ein Prüffaktor und wurde in den Abstufungen Phosphor-

Optimal und Phosphor-Mangel als Ca(H2PO4)2 gedüngt (Gesamtangebot siehe 

Prüfvarianten A, B, C, D - davon 30% Grunddüngung als Ca(H2PO4)2: Phosphor-Optimal 

129 mg/Topf, Phosphor-Mangel 16 mg/Topf).  

Die flüssige Nachdüngung begann drei Wochen nach dem Topfen. In 100 ml Nährlösung 

wurden je Pflanze und Woche bei optimaler Phosphor-Düngung 25 mg Ca(H2PO4)2 und 

bei Phosphor-Mangel 3 mg Ca(H2PO4)2 dosiert. Im übrigen erhielten alle Pflanzen in der 

gleichen Nährlösung ein optimales Nährstoffangebot aus dem phosphatfreien 
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Mehrnährstoffdünger Flory8 (20%N, 0%P2O5, 16%K2O, 1,5%MgO, 0,02%B, 0,03%Cu, 

0,075%Fe, 0,050Mn, 0,001%Mo, 0,01%Zn; EUFLOR GmbH, München).  

Die applizierte Düngermenge des Flory 8 ergab sich aus der optimalen Stickstoffdosis 

(390 mg N/Pfl; davon 30% zur Grunddüngung = 130 mg N/Topf = 585 mg Flory 8/Topf). 

Zur optimalen Kaliumversorgung waren insgesamt 610 mg K2O/Pfl vorgesehen. Jedoch 

war die Kaliummenge des Flory8 mit 312 mg K2O/Pfl unzureichend und wurde daher um 

298 mg K2O/Topf als K2SO4 ergänzt. Von den benötigten 610 mg K2O/Pfl wurden 30% 

als Grunddüngung = 203 mg K2O/Topf verabreicht. Entsprechend der flüssigen 

Nachdüngung wurden je Pflanze und Woche 114 mg Flory8 sowie 32 mg K2SO4 

appliziert. In diesen Nährlösungen summierten sich die Düngermengen aus Ca(H2PO4)2; 

Flory8 und K2SO4 bei Phosphor-Optimal auf 1,71 g/l und bei P-Mangel auf 1,49 g/l. Zur 

genauen Terminierung der flüssigen Nachdüngung wurde der aktuelle Nährstoffstatus im 

Substrat nach Zerche et al. (2008) 14- tägig gemessen (Substratgehalte in mg / l Torf-

Substrat: Phosphor-Optimal 223 NO3-N, 337 K; P-Mangel: 298 NO3-N, 431 K; 

Messtermine N=11 bei 302 Kulturtagen). In den Prüfvarianten mit P-Mangel wurde nach 

Zufuhr der gesamten Phosphor-Menge (32 mg P2O5/Pflanze) die flüssige Nachdüngung 

von N und K im Vergleich zu den optimalen P-Varianten zeitweise reduziert oder 

eingestellt, da die P-Limitierung neben dem Wachstum auch die N- und K-Aufnahme 

reduzierte und so die N- und K-Vorräte im Substrat etwas anstiegen. In Variante 

Phosphor-Optimal erfolgte wegen der hohen N-Aufnahme während der Entwicklung der 

Samenkapseln eine zusätzliche N-Düngung von 101 mg Ca(NO3)2+4H2O je Topf mit 100 

ml Nährlösung. Das Ceteris paribus Prinzip (Gleichbehandlung aller Varianten) wurde 

gewahrt, indem die Varianten mit Phosphor-Mangel gleichzeitig 100 ml Wasser je Topf 

bekamen. Um Nährstoffverluste mit dem Drain zu verhindern, hatte jeder Topf einen 

eigenen Untersetzer. Die Pflanzen wurden bei 18 – 25 °C im Gewächshaus kultiviert und 

nach Bedarf zusätzlich mit Wasser gegossen. Blühbeginn war in der 35. Kalenderwoche. 
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5.3.1.1 Prüfvarianten 

A. Pflanzen optimal mit Phosphor ernährt mit Piri-Inokulation (P+Piri+), 260 mg 

P2O5/Pflanze für ein nicht limitiertes Wachstum. 

B. Pflanzen optimal mit Phosphor ernährt ohne Piri-Inokulation (P+Piri-), 260 mg 

P2O5/Pflanze 

C. Pflanzen mit Phosphormangel mit Piri-Inokulation (P-Piri+), 32 mg P2O5/ Pflanze 

D. Pflanzen mit Phosphormangel ohne Piri-Inokulation (P-Piri-), 32 mg P2O5/ Pflanze 

Untersucht wurden 84 Pflanzen (7 Pflanzen/3 Wiederholungen/4 Varianten, gesamt = 84 

Pflanzen). 

 

 

5.3.2 Methoden  

5.3.2.1 Vegetative Entwicklungen  

5.3.2.1.1 Blühzeitpunkt/Verkaufsreife und Blütenanzahl 

Es wurden sieben Proben je Wiederholung der vier Varianten (n = 7 Proben x 3 

Wiederholungen x 4 Varianten = 84 Pflanzen).  

Als Verkaufsreife wurde der Zeitpunkt gewählt, an dem acht Blüten und/oder Knospen 

über dem Laub standen. 

Die Blütenanzahl wurde bis 29 Wochen nach dem Pikieren berechnet  

 

 

5.3.2.1.2 Pflanzendurchmesser  

Es wurden sieben Proben je Wiederholung der vier Varianten (n = 7 Proben x 3 

Wiederholung en x 4 Varianten = 84 Pflanzen). Als Pflanzendurchmesser (Länge + 

Breite)/2) wurde der Zeitpunkt fünf Wochen nach der Piri-Inokulation gewählt. 
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5.3.2.2 Inokulation mit dem Piri-Pilz (Piriformospora indica) und Nachweis der 

Wurzelbesiedelung 

Piriformospora indica wurde in dankenswerter Weise durch Herrn Dr. Baltruschat 

(Universität Gießen, Germany) zur Verfügung gestellt. Die Kultur des Pilzes erfolgte in 

PDB-Medium in 250 ml Erlenmeyerkolben auf einem Schüttler (100 U/Minute) bei 23 °C. 

Nach 14 Tagen wurde abfiltriert und das Mycel durch Abtupfen von überschüssigem 

Nährmedium befreit. Die Inokulation erfolgte mit 10 ml/Pflanze einer 0,1%igen Piri-

Suspension (1 g Frischmycel pro Liter Wasser) im 12-14 Blattstadium vier Wochen nach 

dem Pikieren (eigene Methodenentwicklung, unveröffentlicht).  

7 Pflanzen/3 Wiederholungen/4 Varianten, gesamt = 84 Pflanzen. Der Nachweis des Pilzes 

erfolgte vier Wochen später mit Trypanblau 1% nach Phillips und Hayman (1970). Dafür 

wurden von den jungen weißen Wurzeln der Pflanzen je Probe zufällig 15 Stücke 

ausgewählt und gesammelt. Dazu wurden die Wurzeln einer Probe in ein Probengläschen 

überführt und mit 10% KOH 18 Minuten im Wasserbad bei +90°C erhitzt. Anschließend 

wurden die Probengläschen aus dem Wasserbad entnommen und die KOH-Lösung gegen 

5%ige HCl-Lösung (154ml 32 %ige HCl/1000 ml A. dest.) ausgetauscht. Die Wurzeln 

blieben für etwa 3 min in der Lösung und waren dabei nicht im Wasserbad. Anschließend 

wurde die HCl-Lösung entfernt, Färbelösung (1% Trypanblau) zu den Wurzelproben 

gegeben und nochmals 7 min im Wasserbad bei 95 °C erhitzt. Nun wurde die Färbelösung 

entfernt, 96%iges Ethanol auf die gefärbten Wurzeln gegeben und nochmals im Wasserbad 

bei 95 °C für 2 min erhitzt (Ethanol entfernt die überschüssige Farbe und entlüftet 

gleichzeitig das Gewebe).  

Anschließend wurde das Ethanol gegen Lactolösung ausgewechselt (Lactolösung: 

Milchsäure, 87% Glycerin und A. dest im Verhältnis 1:2:1 mischen). Die Wurzeln von 25 

Stücken wurden nun geschnitten, dann mit Milchsäure (90%) in Längsrichtung auf einen 

Objektträger aufgesetzt und mit Deckglas versehen. Die Untersuchung erfolgte mittels 

Durchlichtmikroskopie. Nach viermaligem Zählen (von oben nach unten) wurde der 

prozentuale Anteil der Wurzeln mit Piri-Besiedelung errechnet.  
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5.3.2.3 Bestäubungsgruppen  

Bestäubungen erfolgten innerhalb der vier Prüfvarianten (1 = A x A, 2 = B x B, 3 = C x C, 

4 = D x D) unter Verwendung eines Pollengemisches, gewonnen aus allen Pflanzen der 

jeweiligen Prüfvariante. Kurz vor Anthesebeginn wurden die Blüten kastriert und bestäubt.  

In den Bestäubungsgruppen 1 und 2 wurden 30 Blüten und in den Gruppen 3 und 4 jeweils 

37 Blüten bestäubt. 

 

 

5.3.2.4 Befruchtungsvorgang  

Es wurden dreißig Blüten pro Bestäubungsgruppe (3 Wiederholungen à 10 Blüten je 

Variante) bestäubt. Nach 14 Tagen wurden Quetschpräparate hergestellt und mittels 

Fluoreszenzmikroskopie (Leitz DMRB, LEICA, Germany) folgende Merkmale ermittelt: 

Anzahl der Pollenschläuche (PS) im Griffel, Anteil Blüten mit PS im Fruchtknoten und 

Anteil Samenanlagen mit PS-Penetration. Zur Anfärbung wurde Anilinblau verwendet 

(Naether, 1971). Die Einbettung der Objekte erfolgte in Propan-1,2,3-triol.  

 

 

5.3.2.5 Flowcytometrische Messungen (Samenbildung) 

Die Abnahme der Samenkapseln erfolgte vier, fünf und sechs Wochen nach der 

Bestäubung (45 Blüten =3 Wiederholungen x 5 Blüten je Variante x 3 Termine). Von jeder 

Blüte wurden 10-15 Samenanlagen analysiert. Diese wurden von der Plazenta abpräpariert 

und als Mischprobe in 400 µl Partec CyStain UV Precise Nuclei Extraction Lösung (Partec 

GmbH, Germany) überführt. Die Lösung wurde zuvor mit 1% Polyvinylpyrrolidon 

(Polyvidon 25, Merck) versetzt. Die Samenanlagen wurden mit einer Rasierklinge 

zerkleinert und die Suspension durch einen 50µm Filter gefiltert. Nach zwei Minuten 

erfolgte die Färbung in 1600 µl einer Partec CyStain UV Precise Staining Buffer Lösung 

(Partec GmbH, Germany), welche wiederum mit 1% Polyvinylpyrrolidon versetzt wurde. 

Nach weiteren zwei Minuten erfolgte die Bestimmung des relativen DNA-Gehaltes mit 

einem Flowcytometer PA (Partec, Münster). Es wurden jeweils 10000 Partikel analysiert. 
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Aus dem Quotienten hexaploider und triploider Samenzellen (6C/3C-Verhältnis) ergab 

sich der Entwicklungsindex (Mitoseindex) für die Endospermbildung. 

 

 

5.3.2.6 Phosphorkonzentration in den Pflanzen  

Die P-Konzentration in Blattproben wurde je Wiederholung der vier Prüfvarianten vier bis 

acht Monate nach der Inokulation an drei Terminen (Dezember, Februar, April) 

untersucht. Zu Versuchsende (August) wurde Phosphor auch in den Knollen bestimmt. Zur 

Bestimmung der Phosphorkonzentration wurde nach Trocknung (48h bei 60°C) und 

Pulverisierung 250 mg Pflanzenmehl zum mikrowellengestützten Säureaufschluss (2 ml 

65% HNO3, µPREP-A Mikrowellen-System, MLS GmbH, Leutkirch, Germany, 

Lautenschläger and Kopp, 2000) verwendet. Die Aufschlusslösung wurde auf ein 

Endvolumen von 50 ml aufgefüllt und darin die P-Konzentration mit der Vanadat-

Molybdat-Methode bei 440 nm am Spektralphotometer (V-550; Jasco Corp., Tokyo, 

Japan) gemessen (Zerche et al.2008). Die Phosphorgehalte wurden in mg pro Gramm 

Trockenmasse ermittelt. 

 

 

5.3.2.7 Statistische Verfahren 

Für die statistische Analyse der Daten wurde das Software-Paket Statistika 6.1 (STATSOFT, 

TULSA, USA) verwendet. Die Messdaten der Prüfmerkmale (Blütenanzahl, 

Blühzeitpunkt/Verkaufsreife, Pflanzendurchmesser, Entwicklungsindex, Samenzahl pro 

Kapsel, Phosphorkonzentration der Sprossorgane) wurden mittels ANOVA/MANOVA in 

ein- bzw. mehrfaktoriellen Designs analysiert. Der multivariate Zusammenhang zwischen 

der Anzahl Pollenschläuche (PS) im Griffel und dem Anteil Samenanlagen mit PS-

Penetration wurden mittels Wilks's Lambda untersucht. Die Mittelwertdifferenzen wurden 

mit Tukey HSD Test’s bei α = 0,05 auf Signifikanz geprüft. 
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5.4 Ergebnisse 

5.4.1 Vegetative Entwicklungen  

5.4.1.1 Blühzeitpunkt/Verkaufsreife und Blütenanzahl 

Der Blühzeitpunkt (acht Blüten über dem Laub) verzögerte sich im Vergleich zu den 

optimal mit Phophor ernährten Pflanzen durch Phosphor-Mangel signifikant um fünf bzw. 

sechs Wochen. Zwischen den Varianten A und B ergaben sich keine signifikanten 

Unterschiede.  

 

Die Höhe der Phosphor-Düngung stand nicht in Wechselwirkung mit einem möglichen 

Effekt der Pilzinokulation. Die Pilzinokulation führte in den entsprechenden Prüfvarianten 

zur Besiedelung der Pflanzenwurzeln mit Piriformospora indica. Im Ergebnis blühten die 

Pflanzen beider Phosphorvarianten durchschnittlich eine Woche früher als ohne 

Inokulation. Die relativ geringen Unterschiede ließen sich jedoch statistisch nicht 

absichern. 

Die mittlere Blütenanzahl wurde erheblich von der Phosphordüngung und nur relativ 

wenig von der Piri-Inokulation beeinflusst. So entwickelten sich bis 29 Wochen nach dem 

Pikieren bei optimalem Phosphorangebot ohne Piri 47 bzw. mit Piri 51 Blüten. Dagegen 

reduzierte Phosphormangel die Blütenanzahl signifikant um 62 bzw. 59% auf 18 bzw. 21 

Blüten. Die Höhe der Phosphor-Düngung stand nicht in Wechselwirkung mit der 

Inokulation. Nach Piri-Inokulation war die mittlere Blütenanzahl im Mittel nur geringfügig 

höher. 

 

 

5.4.1.2 Pflanzendurchmesser 

Fünf Wochen nach der Inokulation zeigten sich signifikante Unterschiede im 

Pflanzendurchmesser (Länge + Breite/2). Pflanzen der Variante A hatten mit einem 

mittleren Durchmesser von 18,81 cm den signifikant höchsten Zuwachs, gefolgt von 

Variante B mit 17,22 cm. Bei Phosphormangel betrug der Durchmesser nur 12,5 cm 

(Variante C) und 11,57 cm (Variante D).  
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5.4.2 Besiedelungsgrad mit Piriformospora indica 

Die Besiedelung der Wurzeln mit P. indica wurde in allen inokulierten Pflanzen 

nachgewiesen. Der Besiedlungsgrad der Cyclamenwurzeln wurde von der 

Phosphordüngung beeinflusst. So erreichte er in der Variante mit Phosphor-Mangel 36,7% 

und war damit der Variante mit otpimalem Phosphorangebot (22,7%) signifikant 

überlegen. 

 

 

5.4.3 Befruchtungsvorgang 

 

In Abbildung 1 werden Pollenschläuche (PS) im Griffel (1A) sowie die Pollenschlauch-

Penetrationen in die Mikropylen von Samenanlagen (1B) 14 Tage nach der Bestäubung 

gezeigt.  

Der Phosphorstatus und die Piri-Inokulation beeinflussten das Pollenschlauchwachstum. In 

den Bestäubungsgruppen mit optimaler Phosphor-Versorgung wurden signifikant mehr 

Pollenschläuche beobachtet als bei P-Mangel (Abb. 2). Die Inokulation mit Piri erhöhte 

die mittlere Anzahl PS im Griffel und den Anteil Samenanlagen mit penetrierenden PS 

nicht signifikant. Die mittlere Anzahl Samenanlagen je Fruchtknoten betrug ca. 180. Die 

Wirkung des optimalen P-Angebotes zeigen die Varianten A (P+Piri+) und B (P+Piri-). In 

der Bestäubungsgruppe 1 war die mittlere Anzahl PS im Griffel mit 44,9 und der 

prozentuale Anteil der Samenanlagen, deren Mikropylen von PS penetriert waren mit 6,1% 

am höchsten (Abb. 2). Auch Bestäubungsgruppe 2 erzielte relativ hohe Werte. So wurden 

für die Anzahl PS im Griffel 39.5 und für den Anteil der Samenanlagen mit PS-Penetration 

3,7% ermittelt. Dagegen wurden bei P-Mangel (Bestäubungsgruppen 3 und 4) deutlich 

geringere Werte gefunden. Die Bestäubungsgruppe 4 (P-Piri-) wies die geringste Anzahl 

PS im Griffel (16,6) und die niedrigsten Penetrationsraten (0,2%) auf. Bei P-

Mangelpflanzen unter dem Einfluß von Piri (Bestäubungsgruppe 3) war das PSW mit im 

Mittel 18,6 PS im Griffel und lediglich 0,5% penetrierter Samenanlagen geringfügig 

jedoch nicht signifikant besser, aber immer noch deutlich unter den Werten der P+ 

Varianten (Abb. 2).  
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Abb. 1. Pollenschläuche im mittleren und unteren Griffelteil (A) und Pollenschlauch-Penetration in 

die Mikropylen der Samenanlagen 14 Tage nach der Bestäubung (B), PS = Pollenschlauch, G = 

Griffel, SA = Samenanlage, ES = Embryosack, Mi = Micropyle 

 

 

Deutliche Unterschiede zeigten sich zwischen den Bestäubungsgruppen im Anteil der 

Fruchtknoten mit PS. So waren bei Kombinationen mit optimalem Phosphor-Angebot 

(Bestäubungsgruppen 1 und 2) in 100% der Fruchtknoten PS eingewachsen unabhängig 

davon, ob eine Piri-Inokulation stattfand oder nicht. Dagegen verringerte sich bei 

mangelndem Phosphor-Angebot (Bestäubungsgruppen 3 und 4) der Anteil auf 70% bzw. 

60%. 
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Abb. 2.  Einfluss der Kreuzungskombination (Bestäubungsgruppe 1 = A x A = P+Piri+ x P+ Piri+, 

2 = B x B = P+Piri- x P+Piri-, 3 = C x C = P-Piri+ x P-Piri+, 4 = D x D = P-–Piri- x P-Piri-) auf die 

mittlere Anzahl Pollenschläuche (PS) im Griffel und auf den Anteil Samenanlagen mit PS-

Penetration 14 Tage nach der Bestäubung. Für den multivariaten Zusammenhang der 

Prüfmerkmale ergab Wilks’ Lambda = 0,28 mit F(6,230)=34,102, p=0,0000). Verschiedene 

Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede bei p ≤ 0.05 % für das jeweilige Merkmal. 

 

 

5.4.4 Samenbildung 

In den sehr frühen Entwicklungsstadien der Samenanlagen (4 bis 6 Wochen nach 

Bestäubung) war es nicht möglich, die Differenzierung des Embryos anhand des relativen 

DNA-Gehaltes zu analysieren, da sich die 2C/4C-Peaks der sich entwickelnden 

Integumente und des Embryos überschneiden. 

Dagegen bewirkte die Differenzierung des Endosperms typische Änderungen der 6C/3C-

Peaks, die in den Varianten mit Piri-Inokulation über alle Termine eine beschleunigte 

Samenbildung belegen. Dieser Effekt war insbesondere bei optimalem P-Angebot 

ausgeprägt (Abb. 3A). Phosphormangel hingegen verlangsamte die Samenbildung (Abb. 

3B). 
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Ein signifikant positiver Effekt der Piri-Inokulation war insbesondere in der vierten Woche 

nach der Bestäubung zu erkennen (Abb. 3, 4). Im Verlauf von vier bis sechs Wochen nach 

der Bestäubung war eine kontinuierliche Differenzierung der Endospermzellen anhand der 

signifikanten Abnahme des Quotienten aus der Anzahl hexaploider und triploider 

Zellkerne (6C/3C-Index) nachweisbar. Nach sechs Wochen war in allen 

Bestäubungsgruppen (1, 2, 3, 4) der niedrigste Wert erreicht, der zwischen 0,05 und 0,28 

variierte. Im Unterschied dazu variierte der Quotient in der fünften Woche von 0,14 bis 

0,41 und in der vierten Woche von 0,39 bis 1,04 (Abb. 4). Zu jedem der drei Termine 

unterschieden sich die vier Varianten dabei ebenfalls signifikant im Entwicklungsstadium 

ihrer Endospermzellen (6C/3C-Index). So entwickelte sich das Endosperm in Pflanzen mit 

optimaler Phosphor-Düngung und Piri-Inokulation A (P+Piri+) am besten und erzielte mit 

0,39, 0,14 und 0,05 jeweils nach 4, 5 und 6 Wochen die kleinsten Werte. Die Variante 

ohne Piri-Inokulation (B) folgte mit einem relativ kleinen Unterschied aber signifikant 

höheren Indices von 0,5, 0,23, 0,12, die eine leicht verzögerte Endospermentwicklung 

anzeigen. Dagegen verlangsamte sich die Entwicklung der Samen unter Phosphormangel 

(Variante C und D) erheblich. Dennoch verringerte sich der 6C/3C-Index auch unter P-

Mangel in Kombination mit Piri (0,81, 0,36, 0,23) schneller als ohne Piri (1,04, 0,41, 

0,28), wobei die geringen Unterschiede in Woche fünf und sechs nicht mehr signifikant 

waren (Abb. 4). Die Höhe der Phosphordüngung hatte als Haupteffekt (Mittelwerte der 

zwei Piri-Varianten) einen deutlichen positiven Einfluss auf die Differenzierung der 

Endospermzellen (6C/3C-Index). So zeigte der Entwicklungsindex (6C/3C-Index) zu allen 

drei Beobachtungsterminen (4, 5 und 6 Wochen nach Bestäubung) mit 0,44, 0,19 bzw. 

0,08 für die Pflanzen mit optimalem Phosphor-Angebot einen klaren 

Entwicklungsvorsprung, insbesondere nach Piri-Inokulation. Dagegen wurden mit 

Phosphormangel deutlich höhere Index-Werte von 0,93, 0,39 bzw. 0,25 ermittelt, die eine 

langsamere Samenbildung anzeigen.  

Dabei waren die Differenzen zwischen den Indexwerten bei P-Optimal und P-Mangel 

besonders vier Wochen nach der Bestäubung mit 0,49 hoch signifikant und verringerten 

sich stetig in Woche 5 und 6 auf 0,2 und 0,17. Auch die Piri-Inokulation hatte eindeutig 

positive Auswirkungen (Haupteffekt: Mittelwerte der zwei Phosphor-Varianten). So 

erwiesen sich zu jedem Termin die relativ kleinen Unterschiede zwischen den 

Behandlungen mit und ohne Piri als signifikant. In den Wochen 4, 5 und 6 nach 

Bestäubung verringerten sich die Unterschiede kontinuierlich von 0,17 über 0,07 auf 0,06. 
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Sie ergeben sich als Differenzen aus den tatsächlich beobachteten Index-Werten für 

Varianten mit Piri-Inokulation (4, 5 und 6 Wochen nach Bestäubung 0,60, 0,25, 0,14) und 

solchen ohne Piri-Inokulation (0,77, 0,32, 0,20). Mit zunehmender Entwicklungsdauer 

nimmt der Anteil 3C-Zellen zu und somit die Zellteilungsaktivität ab. Endoreduplikation 

wurde nicht beobachtet. 
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Abb. 3.  DNA- Histogramme der Samenbildung vier Wochen nach der Bestäubung von C. 

persicum cv. in zwei ausgewählten Bestäubungsgruppen: A: 1 = A x A =  P+Piri+ x  P+Piri+, B: 4 

= D x D = P-Piri- x P-Piri-, 2C+ 4C = Integumente, Embryo, 3C + 6C = Endosperm  
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Abb. 4. Differenzierung des Endosperms vier bis sechs Wochen nach der Bestäubung bei 

differenziertem P-Angebot mit oder ohne Piri-Inokulation in vier Bestäubungsgruppen (1 = A x A = 

P+Piri+ x P+ Piri, 2 = B x B = P+Piri- x P+Piri 3 = C x C = P-Piri+ x P-Piri+, 4 = D x D = P-Piri- 

x P-Piri-), dreifache Wechselwirkung von Phosphorstatus x Piri-Inokulation x Zeit nach 

Bestäubung: Eine dreifaktorielle ANOVA zeigte signifikante Effekte: F(2, 169) = 5,4876, p<0,005; 

6C/3C-Verhältnis = Entwicklungsindex. Verschiedene Buchstaben kennzeichnen signifikante 

Unterschiede bei p ≤ 0,05%. 

 

 

5.4.5 Samenanzahl  

Das Phosphorangebot erwies sich erwartungsgemäß als dominierender Faktor für die 

mittlere Samenanzahl pro Kapsel. Aber auch P. indica beeinflusste die Samenanzahl pro 

Kapsel (Abb. 5). Die höchste mittlere Samenanzahl von 77,7 Samen pro Kapsel 

entwickelte sich, wenn bei optimaler P-Düngung auch eine Piri-Inokulation erfolgte 

(Bestäubungsgruppe 1). Ohne Piri-Inokulation (Bestäubungsgruppe 2) erreichte die 

Samenanzahl bei gleichem P-Angebot einen nur unwesentlich geringeren Wert von 70,7. 

Bei P-Mangel verringerte sich die mittlere Samenanzahl auf 36,3 mit Piri (3) und auf 28,9 

ohne Piri (4). Während in den Bestäubungsgruppen 1 und 2 20,0% bzw. 23,3% der 
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Reproduktion interspezifischer Hybriden gerichtet sein. Nur über die Samenvermehrung 

wird es möglich sein, diese neuen Hybriden auf Dauer als neue Cyclamen im gärtnerischen 

Erwerbsgartenbau zu etablieren.  

 

 

6.3 Einfluss von Piriformospora indica auf vegetative und generative Pflanzeneigen-  

schaften sowie die Phosphoraufnahme 

Seit seiner Entdeckung 1997 in Indien erhielt der Pilz viel Aufmerksamkeit. So hatte P. 

indica deutliche positive Auswirkungen auf vegetative und generative Eigenschaften 

verschiedener Pflanzenarten.  

Der positive Effekt von Piriformospora indica (P. indica) basiert auf einer verbesserten 

Phosphatzufuhr.  

Das deckt sich mit Ergebnisse der vorliegenden Studie. Wie vermutet, hatte die 

Inokulation mit P. indica (Kapitel vier und fünf) positive Auswirkungen auf die 

Phosphoraufnahme. P. indica erhöhte eindeutig die Phosphoraufnahme, die im Vergleich 

zur Kontrolle anhand einer höheren Phosphorkonzentration (mg P pro g TM) im Blatt- und 

Knollengewebe nachgewiesen wurde. Die Phosphattransfers von der Wurzel zum Spross 

deuten darauf hin, dass andere oder zusätzliche pilzliche Faktoren an der Interaktion 

beteiligt sind. In diesem Zusammenhang zeigte eine Studie an Soja, dass exogenes Auxin 

die Phosphataufnahme induzieren kann (Shen et al., 2006). 

Des Weiteren hat P. indica auch Einfluss auf das Gleichgewicht von Phytohormonen wie 

Ethylen, Auxin und Cytokinin. So produziert P. indica das Auxin IAA (Indol-3-essigsäure, 

β Indolylessigsäure), das Auswirkungen auf das Wurzelwachstum von Arabidopsis  

thaliana hatte (Sirrenberg et al., 2007). Sebacina vermifera, ein enger Verwandter von P. 

indica (Barazani et al., 2005), erhöhte das Pflanzenwachstum bei N. attenuata durch 

Beeinträchtigung der Ethylen-Signalisierung (Barazani et al., 2007).  

Darüber hinaus produziert der Pilz in relativ hohem Maße Cytokinine. Der Cytokinin-

Anteil war in mit P. indica kolonisierten Wurzeln im Vergleich zu den unbesiedelten 

Kontrollen höher (Vadassery et al., 2008).  

Zudem hat P. indica einen positiven Einfluss auf Pflanzen, wie die Verfrühung der Blüte 

und eine Erhöhung der Blüten- und Samenzahlen (Rai et al. 2001; Barazani et al. 2005; 

Shahollari et al. 2007). Das bestätigte die vorliegende Studie. P. indica hat ähnlich positive 

Wirkungen auf Cyclamen wie auf andere Pflanzenarten. So blühten die Pflanzen 
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durchschnittlich eine Woche früher als ohne Inokulation (Kapitel. fünf). Zudem erhöhte P. 

indica die mittlere Samenanzahl pro Kapsel (Kapitel. fünf). 

Die Inokulation der Wurzeln mit dem Endophyten Piriformospora indica kann auch 

wichtige befruchtungsbiologische Parameter beeinflussen. Das wurde am Beispiel von C. 

persicum cv. in Kombination mit einem differenzierten Phosphor-Angebot deutlich. Wie 

vermutet, hatte die Inokulation mit Piriformospora indica (Kapitel vier und fünf) positive 

Auswirkungen auf die Vitalität der Pollen und Samenanlagen sowie die 

Mikrosporogenese, den Befruchtungsvorgang (Pollenschlauchwachstum, Anteil 

Fruchtknoten mit Pollenschläuchen und die Penetration der Pollenschläuche in die 

Micropyle). Auch die Samenbildung wurde signifikant positiv beeinflusst. Es wird ein 

Zusammenhang zwischen schnellerer Endospermbildung in den Samenanlagen bzw. der 

Samenbildung und höherem Samenertrag vermutet. Dieser Zusammenhang ist von großer 

Bedeutung, da hier für Cyclamen erstmals der Einfluss von Kultivierungsmaßnahmen auf 

die frühen Stadien der Samenbildung und die Ertragsbildung nachgewiesen wurde. Die 

Flowcytometrie erwies sich als eine sehr effiziente Methode für den Nachweis der 

Gewebedifferenzierung in den Samenanlagen. Damit wird es möglich sein, den Einfluss 

weiterer Faktoren auf die Samenbildung zu definieren.  

 

 

6.4 Einfluss von Phosphor auf vegetative und generative Pflanzeneigenschaften  

Die große Bedeutung von Phosphor ist, neben Stickstoff und Kalium, bekannt. So spielt er 

eine wichtige Rolle in vielen physiologischen und biochemischen Prozessen wie der 

Photosynthese und der Synthese von Proteinen und Vitaminen.  

Wie viele Studien belegen, hat Phosphor deutliche Auswirkungen auf vegetative und 

generative Merkmale bei verschiedenen Pflanzenarten, so ist er Bestandteil der 

Phospholipide in Zellmembranen und Zellwänden, die beim Pollenschlauchwachstum 

rapide synthetisiert werden müssen (Steer and Steer 1989).  

Die Blütenentwicklung fördert Phosphor vermutlich indirekt, da ein verbessertes P-

Angebot positiv mit dem Niveau der an der Blütenbildung beteiligten Phytohormone z.B. 

den Cytokininen korreliert (Marschner, 1995). Zudem die Pollenkorngröße sowie die 

Blüten und Samenproduktion bei Cucurbita-Pepo (Cucurbitaceae) (Lau und Stephenson, 

1994) die Pollenmenge und die Pollenqualität (d. h. Pollenkeimung in vitro und das 

Pollenschlauchwachstum) bei Tomaten  (Poulton et al., 2001a, b). So wird der Erfolg der 
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Bestäubung wesentlich von optimaler Pollenkeimung und zügigem Pollenschlauch-

wachstum bestimmt. Eine hohe Pollenqualität hängt wiederum von der optimalen 

Nährstoffaufnahme ab. Dies lässt schon die Vielzahl der Makro- und Mikronährstoffe 

erkennen, die im reifen Pollen nachgewiesen wurden (Baker and Baker 1979; Mascarenhas 

1989). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestätigen dies für Cyclamen. Wie 

erwartet, hatte mangelndes Phosphorangebot deutlich negative Effekte auf die Vitalität der 

Pollen und Samenanlagen, den Anteil homogen ausgebildeter Pollenmutterzellen, das 

Pollenschlauchwachstum [Anzahl der Pollenschläuche (PS) im Griffel, Anteil bestäubter 

Blüten mit PS im Fruchtknoten, Anteil Samenanlagen mit PS-Penetration], die 

Samenbildung [Differenzierung der Endospermzellen] und die Samenanzahl pro Kapsel 

sowie Pflanzendurchmesser, Blühbeginn und Blütenanzahl (Kapitel vier und fünf). Alle 

vegetativen und generativen Merkmale waren positiv mit dem Phosphorangebot korreliert. 

Die Kombination von optimaler Phosphor-Düngung und Inokulation mit dem Pilz fördert 

die geprüften vegetativen und generativen Merkmale am stärksten. Dagegen wurden die 

niedrigsten Werte beobachtet, wenn bei mangelnder Phosphor-Düngung keine 

Piriformospora indica -Inokulation stattgefunden hatte. 

Für die Aufklärung des Ursache–Wirkungsmechanismus und die weitere Optimierung sind 

vertiefende Forschungsarbeiten notwendig. Das betrifft auch den möglichen Einfluss auf 

die Saatgutqualität und ebenso die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei anderen 

Pflanzenarten.  
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7 Zusammenfassung  

Die vorliegende Arbeit prüft bei der gärtnerischen Modell-Kultur Cyclamen den Einfluss 

des Genotyps (interspezifische Hybriden) auf generative Merkmale sowie bei C. persicum 

`Melody´ den Einfluss von Kultivierungsmaßnahmen wie die Besiedelung der Wurzeln 

durch einen symbiontischen Pilz (Piriformospora indica) in Kombination mit einem 

differenzierten Phosphor-Angebot auf vegetative und generative Merkmale: (1) 

Pflanzendurchmesser, (2) Blühzeitpunkt und Blütenanzahl, (3)  Anzahl Samenanlagen pro 

Fruchtknoten, (4) Vitalität von Pollen und Samenanlagen, (5) Mikrosporogenese, (6) 

Befruchtungsvorgang (Pollenschlauchwachstum, Anteil Fruchtknoten mit 

Pollenschläuchen, Anzahl Pollenschläuche im Griffel und Penetration der 

Pollenschläuche in die Micropyle), (7) abortierte Blüten nach der Bestäubung (8) 

Samenbildung und (9) Samenanzahl.  

Die Analyse generativer Merkmale interspezifischer Hybriden ist von Bedeutung für ihre 

Einbeziehung in Züchtungsprogramme und die weitere Reproduktion. Untersuchungen zur 

Vitalität von Pollen und Samenanlagen, dem Pollenschlauchwachstum (PSW) und zur 

Gewebedifferenzierung in den Samenanlagen von interspezifischen Hybriden zwischen C. 

persicum cv. x C. purpurascens und C. persicum cv. x C. hederifolium zeigten, dass 

amphidiploide Hybriden im Vergleich zu amphiploiden die besseren Voraussetzungen für 

die generative Reproduktion haben, insbesondere die zwischen C. persicum x C. 

hederifolium. Die Vitalität der Samenanlagen und der Pollen (PV) waren vom Genotyp 

und vom Ploidiegrad determiniert. Zwischen Pollenvitalität (PV) und 

Samenanlagenvitalität bestand eine enge positive Beziehung. Amphidiploide Pflanzen (2n 

= 4x = 82) bildeten Pollenkörner mit höherer Vitalität und mehr vitale Samenanlagen als 

amphiploide Pflanzen (2n = 2x = 41). Die PV wurde vom Verhalten der Chromosomen 

und der Entwicklung normaler Pollenmutterzellen während der Mikrosporogenese 

bestimmt. Mit steigendem Anteil bivalenter Chromosomen und homogen ausgebildeter 

Mikrosporen erhöhte sich die Pollenvitalität. Geringe PV war mit einer hohen Anzahl 

univalenter Chromosomen in den frühen Phasen der Pollenbildung und abnormer 

Mikrosporenentwicklung kombiniert. Die Kreuzungseltern C. persicum, C. purpurascens 

und C. hederifolium bildeten meist homogene Mikrosporen und einen höheren Anteil 

vitaler Pollenkörner und Samenanlagen.  
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Die Samenanlagenzahl in den Fruchtknoten war variabel und vom Genotyp abhängig. Sie 

differierte zwischen den Kreuzungseltern und auch zwischen den Hybriden. Der 

Befruchtungsvorgang (Pollenschlauchwachstum, Anzahl Pollenschläuche im Griffel und 

Penetration der Pollenschläuche in die Micropyle) und die Samenbildung waren bei den 

Hybriden vom Genotyp bzw. Kreuzungspartner vorgeprägt. So war die Anzahl PS im 

Griffel und die Penetration der Pollenschläuche in die Micropyle von Hybriden nach 

interspezifischer Kombination mit C. hederifolium als väterlicher Partner deutlich höher 

als bei C. purpurascens als väterlicher Partner. Amphiploide Hybriden zeigten im 

Gegensatz zu amphidiploiden nach intraspezifischer Kombination keine 

Pollenschlauchpenetration in die Mikropylen der Samenanlagen und keine 

Gewebedifferenzierung in den Samenanlagen. Kombinationen zwischen interspezifischen 

Hybriden amphiploid x amphidiploid und reziprok sind offenbar nicht möglich. Bei 

Rückkreuzungen mit den Elternformen C. persicum cv und C. purpurascens oder C. 

hederifolium war nur auf amphidiplidem Niveau eine Penetration der PS in die Micropylen 

nachweisbar. Nach Kombinationen zwischen amphiploiden Partnern abortierten alle 

Blüten. Aborte traten dagegen bei amphidiploiden Hybriden nicht auf und in den 

Samenanlagen war eine deutliche Endospermbildung nachweisbar. Der 6C/3C 

Mitoseindex des Endosperms war bei amphidiploiden C. hederifolium-Hybriden im 

Gegensatz zu amphidiploiden C. pururascens-Hybriden, über alle Termine signifikant 

niedriger, d. h. die Samenbildung verlief zügiger. Als eine Ursache für die fehlende 

Samenbildung bzw. die Aborte nach der Bestäubung wird bei amphiploiden Hybriden das 

Ausbleiben der Befruchtung in Kombination mit geringer Pollenvitalität vermutet. 

Das Phosphorangebot erwies sich in der vorliegenden Arbeit bei C. persicum cv. als 

dominierender Faktor bei der Ausprägung vegetativer und generativer 

Pflanzeneigenschaften. So entwickelten sich bei optimaler Phosphor-Düngung der 

Pflanzen im Mittel mehr homogene Mikrosporen sowie mehr vitale Pollen und 

Samenanlagen als bei P-Mangel. Weiterhin war die Zahl der Pollenschläuche (PS) im 

Griffel, die PS-Penetration in die Mikropylen der Samenanlagen, die Samenbildung sowie 

die Samenanzahl mit normaler P-Düngung der Pflanzen deutlich besser als bei P-Mangel 

ebenso wie Pflanzendurchmesser, Blühzeitpunkt, Blütenanzahl und Samenanzahl. 

Der positive Einfluss von Piriformospora indica (Piri) auf vegetative und generative 

Merkmale wurde insbesondere in Kombination mit einem optimalem Phosphatangebot 
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sichtbar. Zudem erhöhte eine Piri-Inokulation die Phosphataufnahme der Samenträger, 

wodurch die P-Konzentration im Blatt- und Knollengewebe zunahm. Ohne Piri-

Inokulation reduzierten sich die Werte bei gleichem P-Angebot. Die höchsten Werte 

wurden beobachtet, wenn bei normaler P-Düngung gleichzeitig eine Piri-Inokulation 

erfolgte.  

Die Ergebnisse sind von großer praktischer Bedeutung für den Erwerbsgartenbau und sind 

ein wichtiger Beitrag zu den Forschungsarbeiten am IGZ.  
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8 SUMMARY  

The present paper investigates Cyclamen as an horticultural model-culture. A main Focus 

is on the characteristics of the Cyclamen genotype, notably with interspecific hybrids. 

Further, Cyclamen persicum cv. served as a model to analyse effects on parameters of 

pollination, seed development and number of ovules per ovary, which are caused by a root 

colonization of the seed bearer with the symbiotic fungus Piriformospora indica (Piri) in 

combination with a differentiated phosphorus supply. In this regard, plant diameter, 

flowering time and flower number, the viability of pollen and ovules, the 

microsporogenesis, the growth of pollen tubes, the seed formation and the seed count were 

considered among important parameters of pollination and seed development.  

The analysis of generative characteristics of interspecific hybrids is important for inclusion 

in breeding programs and for the subsequent generative reproduction of valuable 

genotypes. Studies on the vitality of pollen and ovules, the growth of the pollen tubes 

(PTG) and the tissue differentiation in ovules of interspecific hybrids between C. persicum 

cv. (2n=2x=48) x C. purpurascens (2n=2x=34) und C. persicum cv. (2n=2x=48) x C. 

hederifolium (2n=2x=34) showed, that the amphidiploide hybrids have better conditions 

for generative reproduction as the amphiploide hybrids, especially between C. persicum x 

C. hederifolium. It was found that the levels of ovule viability and pollen viability (PV) are 

subject to genotype and ploidy. There was a strong positive interdependence between the 

levels of PV and ovule viability. 

Thus, amphidiploid plants (2n=4x=82) develop pollen grains with higher levels of viability 

and larger numbers of high-viability ovules than amphiploid plants (2n=2x=41). PV was 

determined by the behaviour of the chromosomes and the development of normal pollen 

parent cells during the process of microsporogenesis. Pollen viability increased when both 

the number of bivalent chromosomes as well as the homogeneously developed 

microspores grew. Low levels of PV coincided with large numbers of univalent 

chromosomes in the early stages of pollen formation and with an abnormal microspore 

development. The hybridization parents C. persicum, C. purpurascens and C. hederifolium 

tended to beget homogeneous microspores and a larger proportion of viable pollen grains 

or ovules. 
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The number of ovules in the ovary was variable and dependent on the genotype. In the 

ovary of C. persicum cv. more ovules were formed than in his paternal partner’s C. 

purpurascens and C. hederifolium., and C. purpurascens developed fewer ovules than C. 

hederifolium. In addition, the number of ovules differed also between C. persicum- species 

and the C. hybrids. Certain features of the fertilization process (the growth of pollen tubes, 

numbers of pollen tubes (PT) in the pistils and the penetration of the pollen tube into the 

micropyle of an ovule) and seed formation in hybrids were determined by genotype and 

breeding partners. Thereby, clearly higher numbers of pollen tubes (PT) in pistils and 

penetrations of pollen tubes into the micropyles developed in result of intraspecific 

pollinations with C. hederifolium as compared with C. purpurascens. 

In this regard, amphidiploid plants were outnumbered by intraspecific combinations in 

PTG in pistils, pollen tube penetration into the micropyle of the ovules and the tissue 

differentiation, while the amphiploids completely lacked in penetration. And, the 

intraspecific combinations among amphidiploids x amphidiploids developed clearly more 

PT in pistils than related combination with amphiploids.  

Combinations of interspecific hybrids with amphiploid x amphiploid, amphiploid x 

amphidiploid and their reciprocals remained impossible. In backcrosses with the parental 

forms C. persicum and C. purpurascens cv. or C. hederifolium, any penetrations of the PT 

in micropyles were detectable only at amphidiploid levels. After all the combinations 

between amphiploid partners resulted in pervasiv development disorders with aborted 

flowers. In contrast, no abortions occurred with amphidiploid hybrids which enabled an 

adequate endosperm development in their ovules. Throughout all development stages, the 

6C/3C mitotic index of endosperm cells was significantly lower with amphidiploid C. 

hederifolium hybrids as compared to amphidiploid C. pururascens hybrids, while a lower 

index represents a quicker seed formation. With amphiploid hybrids, an absence of 

fertilization in combination with low pollen viability is presumed to be the cause of 

lacking seed formation and aborts after pollination.  

In the present study, phosphorus supply was the dominant environmental factor during the 

formation of generative plant characteristics as compared to the root colonisation by Piri. 

While Cyclamen plants received normal P-fertilizer supplies they developed more highly 

viable pollen and ovules than those plants that were supplied less adequately. Finally, the 

regenerative traits as numbers of pollen tubes (PT) in pistils, PT penetration in the 

micropyles of ovules, seed formation and seed count of plants were much higher with 
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normal P-fertilization as compared to plants grown at P-deficiency. Further, plant 

diameter, flowering time, flower number and seed number showed same responses. 

However, the results of this study clearly showed the positive influence of Piriformospora 

indica on generative and vegetative traits in Cyclamen, especially in combination with an 

optimal phosphate supply. Thereby, Piri inoculation enhanced the phosphate absorption of 

the seed bearers by an increase of P-concentrations in the tissues of leaves and bulbs. 

Without Piri-inoculation the values were reduced at the same P-supply level. All in all, 

highest values were observed, while standard supplies of normal P-fertilization were 

combined with a Piri inoculation. 

These results are of great practical importance for the commercial horticulture and are an 

important contribution to the research on IGZ. They prove that Piriformospora indica can 

be useful in horticulture 
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