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Untersuchung von Passiflora-
Hybriden mittels
Durchflusszytometrie

LESLIE A. KING und MYLES S. IRVINE
(Ubersetzung E. KUGLER)

Kurzauszug

Mittels Durchflusszytometrie wurde die Masse der Kern-Desoxyribonukleinséure (nukle-
are DNS) in Blattzellen bestimmt. Es wurde gezeigt, dass die Kreuzbefruchtung einer Tetra-
ploide mit einer diploiden Vaterpflanze (Pollenspender) zur Entstehung einer fruchtbaren
triploiden Passifiora-Hybride filhren kann. Diese Technik bestitigte auch den Status
mehrerer vermutlicher Tetraploiden und erlaubte, das DNS-Verhiltnis bestimmter Eltern
und Hybriden indirekt zu berechnen. Das Kern-DNS-Verhiltnis der hier untersuchten
Taxa stimmt mit anderen Angaben iiber Passiflora iberein. Die Durchflusszytometrie
bietet nicht nur ein Mittel zur Untersuchung des Ploidiegrads von Passiflora-Hybriden,
sondern ist auch potenziell fahig, Licht auf die Elternschaft von Hybriden mit einer unge-
wissen Abstammung zu werfen.

Einfihrung

Die Bezeichnung »Ploidie« bezieht sich auf die Zahl der Sitze von Chromosomen in Zellen.
Die meisten lebenden Organismen sind diploid, denn ein Individuum hat zwei Eltern. Die
Chromosomen in jeder Korperzelle (vegetativer, somatischer Zelle) kommen paarig vor. Die
Gameten (Fortpﬂanzungszellen) sind jedoch normalerweise haploid und enthalten unpaa-
rige Chromosomen. Die tatsichliche Zahl der Chromosomen in einem Satz ist bei ver-
schiedenen Arten unterschiedlich und wird mit »n< bezeichnet. Auf diese Weise werden
diploide Organismen als »2n< bezeichnet. In der Gattung Passifiora haben die meisten
Arten der Untergattung Passiflora 2n= 18, die meisten Arten der Untergattung Decaloba
hingegen Z2n=12.

Polyploidie, d.h. mehr als zwei Chromosomensétze zu besitzen, kommt in der Natur infolge
verschiedener Mechanismen vor, ist jedoch bei wilden Passifloren selten. Polyploide Arten
(oder Individuen) sind morphologisch beinahe mit ihren diploiden Verwandten identisch,
besitzen aber oft groRere Bliiten. Etwa ein Dutzend Aufzeichnungen wilder natiirlicher
Polyploiden sind bestitigt worden, die meisten aus der Untergattung Decaloba [18, 6. Die
einzig bekannte in der Natur vorkommende Polyploide der Untergattung Passiflora kommt
bei Passifiora incarnata vor, eine Tetraploide mit 4n= 36 [I7 5). Es existiert auch eine Octa-
ploide bei einer nicht identifizierten Art [6].

Polyploidie kann durch chemische Verbindungen wie Colchicin herbeigefiihrt werden. Auf
diese Weise rief R. J. KNIGHT [15] die erste kiinstliche Passiflora-Tetraploide (4n= 36) ins
Leben, beruhend auf einer komplizierten Kreuzung von F. incarnata und P, edulis. Die
entstandene Hybride, als P ‘Byron Beauty’ bekannt, besitzt vier Kopien jedes Chromosoms
in den somatischen Zellen. R. FISCHER fertigte dann mittels der Colchicin-Technik eine
Anzahl von anderen tetraploiden Passionsblumen an, sowohl Arten als auch Hybriden.
Diese Tetraploiden schlossen P. caerulea ‘Emil Kugler' [8] (Farbfoto 1 - Riickumschlag),
P Jara und andere ein. Theoretisch kann die Behandlung mit Colchicin weitere Poly-
ploide hervorbringen, wie Hexaploide (6n= 54) und Octaploide (Bn=72), aber es gibt keine
bestitigten Beispiele bei kultivierter Passiflora.

Interessengemeinschalt Passionsblumen
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Die leichte Verfiigbarkeit tetraploider Passifiora hat ihren Gebrauch zur Hybridisierung er-
méglicht. Zwei solcher Hybriden sind P. ‘Betty Myles Young’ (P. ‘Clear Sky’ Q x P, loefgrenii
Iporanga ) und P.‘Lambiekins’ (P. caerulea ‘Emil Kugler' @ x P.loefgrenii ‘Tporanga J).

Diese Hybriden wurden entweder als Triploide oder als Tetraploide vermutet. Triploide
Pflanzen kénnen sich entwickeln, wenn eine Tetraploide (Hybride oder Art) mit einer di-
ploiden Pflanze gekreuzt wird. Die einzige bestitigte Triploide (3n = 27) bei Passifiora ist
P xcaponii. Es scheint, dass sie unerwartet auftrat, als die diploiden Eltern hybridisiert
wurden. Es besteht aber einige Unsicherheit iiber die Elternschaft [14]. Sowohl P, ‘Betty My-
les Young’ als auch P. ‘Lambiekins’ sind teilweise fruchtbar; die erstere bringt bei offener
Bestdubung mit anderen Passionsblumen leicht Friichte hervor. Viele triploide Pflanzen
sind unfruchtbar, denn ihre Chromosomen sind unfihig, sich korrekt withrend der Meiose
(Reifungsteilung) zu trennen (Pollen- und Eiproduktion). Man glaubte deshalb, dass diese
beiden Hybriden Tetraploide waren und dass sie entstanden, entweder weil der ménnliche
Elternteil (P, loefgrenii ‘Iporanga)) nicht reduzierte (d.h. diploide) Gameten hervorgebracht
hatte, oder dass P. loefgrenii ‘Iporangd selbst eine Tetraploide ist [13]. Einige Beweise fiir die
letztere Ansicht kénnten bei der Beobachtung gefunden werden, dass die Bliiten von
P loefgrenii ‘Iporanga (Farbfoto 3 — Riickumschlag) viel grofer sind als jene von P, loefgre-
nii ‘Corupa , die aufgrund ihrer Morphologie fast sicher diploid ist.

Die Moglichkeit, dass lebensfihige triploide Formen von Passifiora existieren kénnten,
wurde gelegentlich erdrtert. Im Jahr 2001 beschrieb E. KUGLER [16] die Erfahrung seines
Kollegen HANS SCHWARZ, der eine Frucht an einer (tetraploiden) P. ‘Byron Beauty’ hervor-
brachte, nachdem er sie mit der (diploiden) P. caerulea ‘Constance Eliott’ bestéubt hatte.
Die Samen waren lebensfihig und wuchsen zu reifen Pflanzen heran. Diese Kreuzung
wurde von anderen mit demselben Ergebnis wiederholt, aber der Sachverhalt wurde kom-
pliziert durch die Kenntnis, dass manche als P ‘Byron Beauty’ bezeichnete Pflanzen in
Wirklichkeit diploide Hybriden von P incarnata sind. Im selben Jahr berichtete
R. FISCHER, dass P. ‘Clear Sky’ (Farbfoto 4 - Riickumschlag) und P ‘Jara (beide Tetra-
ploide) Friichte hervorbrachten, wenn sie mit P, caerulea ‘Constance Eliott’ offen bestiubt
wurden [9]. Das Schicksal der von diesen Kreuzungen hervorgebrachten Samen ist unbe-
kannt, aber FISCHER nahm dies als Beweismaterial, dass Triploide existieren kénnten.
Doch wiederum waren andere Erklirungen méglich, nimlich dass der Bestiuber nicht
P caerulea ‘Constance Eliott’ gewesen sein diirfte, sondern irgend ein anderes in der Nihe
wachsendes tetraploides Taxon, oder dass die Frucht Parthenogenese (Jungfernzeugung)
verkérperte, oder dass die Nachkommenschaft Tetraploide waren, die aus unreduzierten
Gameten von P, caerulea ‘Constance Eliott’ hervorgegangen waren.

Obwohl es viele Berichte iiber die DNS-Sequenzen und Chromosomenzihlungen von
Passifiora-Arten gegeben hat, ist iiber die Eigenschaften ihrer Hybriden wenig bekannt
geworden. Es wurde entschieden, dass die obigen Fragen durch eine Analyse des Niveaus
der Kern-DNS einer Anzahl von Arten und Hybriden mittels Durchflusszytometrie beant-
wortet werden kénnten. Es ist wichtig anzumerken, dass im Gegensatz zur konventionel-
len mikroskopischen Analyse der Chromosomen, die Durchflusszytometrie eine verglei-
chende Technik darstellt, die den Grad der Ploidie nicht direkt misst. Deshalb beruht sie
darauf, Proben mit existierenden Normen zu vergleichen.

Methoden

Die Proben von Passiflora wurden von unseren Lebend-Sammlungen erhalten. In jedem
Fall wurden mehrere Blitter in Plastiksickchen aufbewahrt, vor der Absendung und der
Analyse durch die Plant Cytometry Services, 5480 AG Schijdel, Niederlande; http://www.
plantcytometry.nl/. Blattmaterial (-2 cm?, gleichwertig 50 — 100 mg) wurde mit einer schar-
fen Rasierklinge zerhackt, in etwa 2ml eines pH 75-Puffers bei 4°C, in einer Plastik—Petri-
schale. Eine entsprechende Menge des internen MafRstabs, Buzus sempervirens, wurde
hinzugefiigt. Der Puffer, geringfiigig abgeéindert nach jenem von ARUMUGANATHAN &
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EARLE beschriebenen [2], enthielt 2mg/l von 46-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI). Dieser
fluoreszierende Farbstoff bildet selektiv einen Komplex mit der doppelstrangigen DNS und
ergibt ein Erzeugnis, das bei 465 nm fluoresziert. DAPI besitzt spezifische DNS bindende Ei-
genschaften mit Bevorzugung der an Adenin-Thymin (AT) reichen Sequenzen. Der die
Zell-Bestandteile und grofe Gewebe-Uberreste enthaltende Puffer wurde durch ein Ny-
lonfilter mit 50 ym-Maschen passiert. Das Filtrat enthilt iiblicherweise Tausende von Zell-
kernen. Die Losung mit den angefirbten Zellkernen wird nun durch ein Durchflusszyto-
meter passiert (CyFlow ML, Partec GmbH, Am Flugplatz 13, 02828 Gorlitz, Deutschland),
ausgestattet mit einer Hochdruck-Quecksilberdampflampe (0sRAM HBO 100, langlebig)
und geeigneten Filtersitzen fiir Erregung (UG-Iffiir UV] und BG 38) und Emission GG
435). Die Fluoreszenz der angefirbten Zellkerne wurde beim Passieren des Lampenstrahl-
Brennpunkts mittels eines Photovervielfachers gemessen und in Spannungsimpulse um-
gewandelt. Diese Impulse wurden elektronisch verarbeitet unter Verwendung eines Flo-
max, Version 24d (Partec GmbH) um integrierende und Spitzensignale zu liefern, welche
die Erzeugung von DNS-Histogrammen gestatten. Fiir jede Passiflora—Probe wurde eine
einzelne Analyse durchgefiihrt. Der Variationskoeffizient dieser Methode ist mit ungefihr
5% bekannt.

Abgesehen vom unmittelbaren Interesse an den beiden Hybriden mit unsicherer Ploidie
(das sind P, ‘Betty Myles Young’ und P ‘Lambiekins’), wurde die Gelegenheit ergriffen, den
Status ihrer Eltern zu bestitigen und das beschrinkte Sortiment anderer Taxa zu unter-
suchen. Die meisten dieser Hybriden hatten P. caerulea als Vorfahren, und sie wurde als
diploider Hauptbeleg ausgewihlt. P. caerulea ist in der Literatur als diploid (2n= 18) ausge-
wiesen worden [18, 6] Zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit der analytischen Methode
wurden zwei verschiedene Proben von P, caerulea wie auch die weile Variante P. caerulea
‘Constance Eliott’ einbezogen. Zusatzlich wurden P. actinia (als diploid berichtet) [6] und
ihre unbenannte Hybride mit P.‘Mini Lamb’ auch iiberpriift, zum Teil da die letztere ein
Elternteil von P, ‘Poppet’ ist, einer komplizierten Vier-Arten-Hybride unsicherer Ploidie.

Ergebnisse und Erérterung (etwas gekiirzt)

Ein Beispiel: Als Vergleich mit dem Standard, Buzus sempervirens, wurde F. ‘Poppet’ un-
tersucht. Im Histogramm zeigten sich zwei entsprechende Gipfel. Die relative Masse an
Kern—DNS war 272 mal hoher als jene des Standards. Die relative Masse von P. caerulea ist
1,62, somit besitzt P. ‘Poppet’ etwa 50'% mehr Masse und ist deshalb eine Triploide.

Probe (Elternschaft ist weiblich x méinnlich) /DNs-Verhiltnis/ hergeleitete Ploidie

P.caerulea # 1 / # 2 (Art) 1.62 Diploid—Kontr.
P, caerulea ‘Constance Eliott’ 1.60 Diploid-Kontr.
P, actinia (Art) 110 Diploide

P, ‘Berkeley’ (USA 20067) [Hybride von P. subpeltata?] 2.27 Triploide ?

P, ‘Betty Myles Young’ (IRVINE 2005) [P ‘Clear Sky’ X P, loefgreni Iporanga]  2.50 Triploide
P. ‘Blue Bouquet’ (WORLEY 1990) [(P. amethystina X P. caerulea) X (P. amethystina

X P, caerulea) X P. caerulea) 1.81 Diploide

P, ‘Clear Sky’ (FISCHER 2001) [(P. amethystina X P. caerulea) X P. caerulea) X F. cae-

ruleal 3.33 Tetraploide
P, Emil Kugler’ (FISCHER 2000) [P caerulea) X P. caeruleal 3.25 Tetraploide
P ‘Lambiekins’ (IRVINE 2006) [P ‘Emil Kugler' X P. loefyrenii Tporanga] 2.43 Triploide
P, Lunametista (VECCHIA 2005) [P. caerulea ‘Constance Eliott’ X P. loefyrenii Tpo-

ranga) (Farbfoto 6 — Riickumschlag) 1.67 Diploide
P.‘Mini Lamb’ (IRVINE 2005) [P. ‘Purple Haze’ X P. loefgrenii ‘Corupa 1.80 Diploide
P.‘Monika Fischer’' (FISCHER 2003) [(P. incarnata X P. amethystina) X (P. kerme-

sina X P. caerulea) 311 Tetraploide
P, ‘Panda (FISCHER 2006) [P. ‘White Wedding’ X P. ‘Monika Fischer] 3.32 Tetraploide
P, Poppet’ (IRVINE 2008) [P, ‘White Wedding’ X P. ‘Mini Lamb] 2.72 Triploide

Interessengemaeinschaft Passionsblnmen
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P ‘White Mirror’ (WOUTERS 2007) [P, ‘White Wedding’ X P. ‘Emil Kugler] 3.39 Tetraploide
F.‘White Wedding’ (FISCHER & WOUTERS 2004) [P, caerulea ‘Constance Eliott’

X P, eichleriana) 3.39 Tetraploide
Unbenannte Hybride #: 1 (IRVINE 2007) [P, ‘Betty Myles Young’ X P. ‘Purple

Haze'] 2.49 Triploide
Unbenannte Hybride # 2 (KING 2009) [P, ‘White Wedding’ X P. caerulea] 2.49 Triploide
Unbenannte Hybride # 3 (IRVINE & KING 2009) [P, actinia X P.‘Mini Lamb] 143 Diploide

Geschiitzte Masse der Kern-DNS bestimmter diploider Hybriden und Arten

Hybride/Art Ursprung der Schitzung DNS-Verhiltnis
P, amethystina P, ‘Purple Haze (siche unten) 1.98
P, eichleriana P ‘White Wedding' [P, ‘Constance Eliott’' x P, eichleriana] 158
F loefgrenii ‘Corupa’  Angenommen als gleich mit P, loefgrenii Tporanga 172
F loefgrenii ‘Iporanga’ P ‘Lunametista [ P. ‘Constance Eliott’ x P loefgrenii ‘Tporanga] 1.72
P ‘Mini Lamb’ Unbenannte Hybride # 3 [P, actinia x P.‘Mini Lamb] 1.76
P, ‘Purple Haze’ P.‘Mini Lamb'[P. Purple Haze x P, loefgrenii ‘Corupal] 1.80

Beim Fehlen von Daten fiir bestimmte Arten und Hybriden bieten diese indirekten Ana-
lysen einigen Wert. Sie sollten aber mit Vorsicht angewendet werden, denn experimentelle
Irrtiimer kénnten sich wihrend der Berechnungen anhiufen. Uberdies, obwohl es theore-
tisch mdglich ist, dhnliche Ergebnisse unter Verwendung von Daten iiber triploide Kreu-
zungen herzuleiten, kénnten diese anfillig sein fiir weitere Unsicherheiten. Zum Beispiel
kann das Auftreten von Aneuploidie bei den hier untersuchten triploiden Hybriden nicht
ausgeschlossen werden [Aneuploidie ist das zusétzliche Vorkommen oder Fehlen eines Chro-
mosoms gegeniiber dem normalen Chromosomensatz|. Mit anderen Worten, es wiirde fiir ei-
nen triploiden Organismus ganz begreiflich sein, eines oder mehrere der »freigesetztenc
Chromosomen zu verlieren und doch die Lebensfihigkeit zu bewahren. Dies wiirde das
DNS-Verhiltnis bis zu einem unvorhersehbaren Betrag verkleinern.

Von SOUZA et al. wurden variable Betrige der DNS/Zelle gefunden [19], zum Beispiel
P edmundoi (3.43 pg); P nitida (4.82 pg); P. gibertii (3.92 pg); P, edulis f. edulis (3.16 pg); P, edu-
lis 1. flavicarpa (319-3.21 pg); P. quadrangularis (5.36 pg); P. galbana (3.52 pg); P mucronata
(340 pg); P. maliformis (3.78 pg) und P, suberosa (1.85pg). Zum Vergleich berichteten INGLE
et al. [I] fiir P, antioquiensis 3.00 pg/Zelle, wihrend ARUMUGANATHAN & EARLE [ fiir
P. menispermifolia 4.55 pg/Zelle fanden.

Die Elternschaft von P. ‘Berkeley’ ist unbekannt, aber nach der Beobachtung der Morpho-
logie scheint sie eine Hybride von P, subpeltata und P caerulea zu sein [12]. Ein bisschen
iiberraschend legt das RNS-Verhiltnis (227 Einheiten/Zelle) nahe, dass sie eine Triploide
sein kénnte. Obwohl es vorstellbar ist, dass sie eine tetraploide Art in ihrer Elternschaft
haben kénnte (z.B. P. ‘Clear Sky’), gébe es eine alternative Erklirung, nimlich dass sie di-
ploid ist, aber dass die von DE MELO et al. [6] als diploid berichtete P. subpeltata ein hohes
RNS-Verhiltnis in Bezug auf P. caerulea aufweist.

Eine weitere vermutliche Triploide ist das unbenannte Kreuzungsprodukt 4+ 1, P. ‘Betty
Myles Young’ x P. ‘Purple Haze?, das heift [triploid x diploid]. Sie ist lebenskriftig und
bliiht reich mit wohlgeformten Bliiten. Darauf beruhend, wie sich Chromosomen bei der
Meiose (Reifungsteilung) trennen, kénnte dieser Kreuzungstyp theoretisch eine Anzahl
von Ergebnissen hervorbringen (z. B. diploid, triploid, tetraploid, aneuploid). Dass die unbe-
nannte Hybride # 1 eine Triploide ist, kann vollig zufallsbedingt sein. Der Pollenspender
kénnte tatsichlich sogar veranlasste Selbstbefruchtung aufweisen. Beide der »urspring-
lich« triploiden Hybriden (das sind P. ‘Betty Myles Young’ und P ‘Lambiekins’) riefen eine
Anzahl von nicht freigegebenen Tochterhybriden hervor, aber immer nur, wenn sie als
weiblicher Elternteil auftraten. Manche dieser nachtriglichen Hybriden, wie P. ‘Lambie-
kins’ x P. caerulea, sind morphologisch normal, sind zur Reife gelangt und haben gebliiht.
Dies bestatigt, dass einige Passifiora-Triploide fruchtbar sind.

Interessengemaeinschalit Passicnsbivmen
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Schlussfolgerungen

Der Status der Tetraploiden von R. FISCHER wurde bestétigt. Der wichtigste Befund war
jedoch, dass einige Passiflora-Hybriden zum Teil fruchtbare Triploide sind. Dies ist ver-
hiltnismaRig uniiblich, denn die meisten Triploiden sind steril [4]. Diese partielle Frucht-
barkeit bezieht sich auf die Tatsache, dass die Eizellen fahig sind, bestéubt zu werden, ob-
wohl kein Beweis existiert, dass diese Triploide fruchtbaren Pollen hervorbringen. Tat-
sichlich wurden Anomalititen bei der Exine der Pollenkérner der Triploiden P. ‘Betty My-
les Young’ und P. ‘Lambiekins’ nachgewiesen [10] [Die Exine ist die meist stark strukturierte
4uBere Schicht der Pollenkdrner]. Im Gegensatz zu fritheren Erwartungen wurde nachge-
wiesen, dass P, loefgrenii ‘Iporanga eine Diploide ist und keine natiirliche Tetraploide.
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stindige zufillige Design verwendet mit 5 Behandlungen und 7 Wiederholungen. Die
Durchschnitte wurden mittels eines Tests nach Tukey mit 5% Wahrscheinlichkeit vergli-
chen. Der Test der Lebensfihigkeit durch Anfirben reichte von 6964 fam Tag der Anthese

]

16h00) bis 7591 % (einen Tag vor der Anthese, 8h40). Der Prozentsatz der Keimung reichte
von 49,18 (24 Stunden nach der Anthese) bis 6265 % am Tag der Anthese, 10h45). Der giins-
tigste Zeitpunkt zum Sammeln des Pollens im Hinblick auf beste Lebensfihigkeit und
Keimung, war 10h45 am Tag der Anthese.
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Bezahlung: Sie erfolgt einmal im Jahr. Uberweisung des filligen Betrags bitte (bei Abon-
nementsbeginn im Lauf des Jahres anteilmiBig) an HEINZ OPITZ, Stadtsparkasse Wup-
pertal, Kto. 6493878, BLZ 33050000. Eine Kiindigung innerhalb des laufenden Abonne-
mentjahres mit Riickzahlung des Restbetrages ist aufgrund des Verwaltungsaufwandes
nicht moglich. Bezieher in Osterreich {iberweisen auf Konto JOSEFINE KUGLER, PSK
6.268.750, BLZ 60000,

Leserfragen: CHRISTEL OPITZ, RoeberstraRe 7, 42117 Wuppertal, Deutschland.

Selbstverlag/Redaktion: EMIL KUGLER, DX TreustraRe 92/6/8, 1200 Wien, Osterreich,
& 0043/1/3307475; | 0043/6991/3307475; E-Mail: emil kugler@aon.at; Al 0043/1/3344390,

Vertrieb (Deutschland und Ausland, ausgenommen Osterreich): HEINZ
OPITZ, Roeberstrafle 7 42117 Wuppertal, Deutschland, & 0202/75290; 0202/9749141;
E-Mail: copitzQversanet.de.

Vertrieb (Osterreich): EMIL KUGLER, siche unter Selbstverlag /Redaktion.

Samenborse: CHRISTEL OPITZ, siche unter Vertrieb (Deutschland).
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Die Verfasser dieses Heftes:

GISELHER BEHNKEN, Gerhart-Hauptmann-StraRe 37 25436 Uetersen, Deutschland.

AXEL FRANK, Sebastian-Ott-Weg 5, 72488 Sigmaringen, Deutschland.

MYLES S. IRVINE, 18 Hampton Court Parade, Creek Road, East Molesey, Surrey, KT8 9HB,
United Kingdom.

DR. LESLIE A. KING, 27 Ivar Gardens, Basingstoke, RG24 8 YD, United Kingdom.

EMIL KUGLER, Treustrafe 92/6/8, 1200 Wien, Osterreich.
CHRISTEL OPITZ, Roeberstrafe 7 42117 Wuppertal, Deutschland.
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