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Einleitung 

Die Techniken zur isolierten Mikrosporenkultur werden bei 
vielen Arten zur Erzeugung von haploiden Pflanzen eingesetzt 
(Wei et al., 1986; Coumans et al. 1989). In der Gattung 
Brassica berichete Lichter (1982) als erster von isolierten 
Mikrosporenkulturen. 

Dieses Kultursystem hat gegenüber der Antherenkultur 
viele Vorteile (Keller et al. 1983). Die Produktion von Em­
bryonen liegt deutlich höher als bei der Antherenkultur und 
durch die Einzelzellkultur läßt sich die Pollen-Antheren Inter~ 
aktion wesentlich einschränken und damit ist das System zur 
Selektion von Mutanten ausgezeichnet geeignet ( P o l s o n i 
et al. 1987). 

Eine erfolgreiche Pflanzenregeneration aus isolierten Mikro­
sporen wird von Brassica napus L. berichtet ( S i e b e l et al. 
1989). Diese haploiden Pflanzen finden bereits in der Züch­
tung ihren Einsatz. 

Andere Brassica Spezies wurden bisher nur begrenzt bear­
beitet, aber erste Erfolge zeichnen sich z.B. bei Brassica cam­
pestrisab (Satoetal. 1989; Baillie etal. 1992) . . 

In der vorliegenden Arbeit werden neue Fortschritte disku­
tiert, die zu einer effizienten und zuverlässigen Mikrosporen­
kulturmethode bei Brokkoli führen sollen. 

Material und Methoden 

Die Versuche wurden mit der Brokkolisorte "Green Char­
ger'' (GC) durchgeführt. Das Pflanzenmaterial wurde 1989 in 
vitro genommen und bei 10°C in einem 16h- Tag gelagert. 
Von diesen Pflanzen erfolgte eine Antherenkultur. Die hierbei 
gewonnenen Embryoide entwickelten sich 1991 zu ganzen 
Pflanzen. Diese Pflanzen wurden über den Winter in vitro ge­
lagert und im Frühling vermehrt und ins Freiland gepflanzt. 
Sechs dieser Pflanzen dienten den Sommer über als Spender­
pflanzen für Mikrosporen. 

Am Morgen ert'olgte das Abschneiden der Knospen mit 
Stiel, die in Wasser gelegt wurden. Zur Vorbehandlung 
wurden die Knospen für 6 Stunden bei 10°C in Licht gestellt. 
Danach ert'olgte die Desinfektion der Knospen in 75 %igen Al­
kohol für 1 niin. und in 3 %iger Calciurnhypochloridlösung für 
20 min. und anschließendem dreimaligen Spülen mit sterilem 
<lest. Wasser. 

•) Diese Arbeit wurde wlhrend eines Studienaufenthaltes von Prof. 
Wang Dual-Ming im Kahmen der "Deutsch-chinesischen Zusammen­
arbeit im Bcf'eich der Agrarforschung" angefertigt. 
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. Unter dem Stereomikroskop erfolgte die Auswahl der An­
theren, deren Mikrosporen in Kultur genommen werden soll­
ten. Die Antheren sollten zwei bis dreimal länger als die Blü­
tenblätter und lichtgelb sein. In dieser Entwicklungsphase 

-sind die Mikrosporen in den Antheren im Einkernstadium. 

Zur Isolierung der Mikrosporen wurden die Antheren von 
50 Knospen mit einem Pistill in einem 50 rnl Becher mit 5 rnl 
B513- Nährlösung (a, siehe Tabellel) zerrieben. Diese Mi­
schung von zerriebenden Antheren und Nährlösung (a) 
wurde durch ein 45 µm Netz aus Nirostastahl in ein 10 rnl 
großes Zentrifugenglas filtriert. Dann folgte das Zentrifugieren 
(100 x g für 3 min.) des Filtrates. Die klare Lösung wurde ab-

Tabelle 1: · Zusammensetzung der embryo induzieren-

Media 

(a) B513 

(b) BlO 

(c) BlOa 

den Nährböden/Composition of the embryo 
inducing medla 

Zusammensetzung •) 

B5 Grundmedium; 13 % Saccharose 

modif. 135 Grundmedium; 0,5 mg 2,40; 
1,0mgNES; 
0,5 mg BAP; 0,5 mg Kin.; 0,5 mg GA3; 
10 % Saccharose pH6,5 

wie BlO, pH 5,8 

(d) Agarose flüssiges Medium (b) oder (c); 1 % Agarose . 

•) Angaben in mg/1 

Abbildung 1: Frisch isolierte Mikrosporen (X500) 
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Abbildungen 2 und 3: Eine geschwollene Mikrospore (x500} 

gesaugt und mit B513-Nährlösung (a) wieder auf 10 ml aufge- Abbildung 4: 
füllt und zentrifugiert. Das Zentrifugieren etfolgte in dreimali-

Auf dem Agarosetropfen sich entwickeln­
der Embryoid (x30) 

ger Wiederholung. Nach dem Waschen wurden die reinen Mi­
krosporen noch einmal in 3 ml flüssiger B510- oder B10a­
Nährlösung (b oder c, siehe Tab.1) suspendiert. Die Mikro­
sporen mit der Nährlösung wurden in Plastikpetrischalen 
(Durchmesser 3 cm) getropft. Die Tropfen hatten einen 
Durchmesser von ca. 5 nun. Die Agarose mit Nährlösung (d) 
wurde erwärmt und ein Tropfen j_edem Mikrosporentropfen 
seitlich zugespritzt. Zur schnellen Erstarrung der Agarose mit 
Mikrosporen standen-diese auf einer kalten Eisenplatte. Nach 
ca. 10 min. wurden 2-3 ml flüssige B10- oder B10a­
Nährlösung (b oder c) neben die Agarosetropfen getropft 
( W a n g et al 1990). Alle Petrischalen wurden mit Parafilm 
verschlossen und in Dunkelheit bei 33°C für einen Tag und 
weitere 10 Tage bei 25°C behandelt. Die anschließende Kulti­
vierung der Mikrosporen erfolgte bei 25°C unter Licht. 

Nach einem Monat wurden die gebildeten Embryoide auf 
einen festen Nährboden übertragen. Dieser Nährboden be­
stand aus dem B5 Grundnährboden ohne Hormone und 2 % 
Saccharose. 

Für die Bestimmung der Chromosomenzahl der regenerier­
ten Pflanzen aus Embryoiden kamen die Pflanzen für 6 Stun­
den in einen Raum mit 10°C. Anschließend wurden die Wur­
zelspitzen abgeschnitten und in eine Fixierlösung (95 o/o Alko­
hol: Eisessig, 3:1) gelegt. Nach Hydrolysierung der Wurzelspit­
zen erfolgte die Färbung in einem Tropfen Carbolfuchsin. 

Ergebnisse und Diskussion 

10-15 Tage nach Kulturbeginn zeigten einige Mikrosporen 
leichte Schwellungen (Abbildungen 1 und 2) und erste Zell­
teilungen (Abbildung 3). Die Zellen sind reich an Plasma und 
haben eine runde Form. Diese Zellen teilten sich und mehr­
zellige Kluster wurden beobachtet. Nach etwa 20 Tagen 
konnten die ersten Proembryoide erkannt werden. Innerhalb 
eines Monats entwickelten sich aus Mikrosporen gut struktu­
rierte Embryoide (Abbildung 4). Sie besaßen verschiedene 
Formen: herz-, ball-, torpedo- und kotyledonenförmig (Abbil­
dungen 5; 6; 7; 8). Es zeigten sich auch abnormale Formen 
(Abbildungen 9; 10). Die gut geformten Embryoide wurden 

Abbildung 5 - 7: Einzelne sich entwickelnde Emhryoide (x40) 
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Abbildung 8: Ein kugelfönnJger Em­
bryoid (x40) 

Abbildung 9: Ein polypolarer Embry­
oid (x40) 

Abbildung 10: Ein abnormaler Embry­
oid (x40) 

auf den B5-
Nährboden 
ohne Hormone 
aufgelegt und 
ein . Großteil 
wuchs in 6-8 
Wochen zu 
ganzen Pflanzen 
heran (Abbil­
dungen 11; 12). 

Bei den Unter­
suchungen der 
Chromosomen­
anzahl in den 
Wurzelspitzen­
zellen konnte 
festgestellt wer­
den, daß 50 % 
der Pflanzen ha­
ploid (n=9) wa­
ren. 

In diesem Ex-
periment war 
die Anzahl der · 
sich zu Embryoi­
den entwickeln­
den Mikrospo­
ren · noch sehr 
gering. In 12 Pe­
trischalen, in de­
nen die Mikro­
sporen aus 50 
Knospen ange­
setzt wurden, 
wurden insge­
samt 15 Embryo­
ide induziert, 
von denen sich 
6 Embryoide zu 
ganzen Pflanzen 
entwickelten. 

Dieses Ergeb­
nis stimmt mit 
den Beobach­
tungen, die 
Wang et al. 

1992 an Brokkoliantherenkulturen gemacht hat , überein. Bei 
den Antherenkulturen war der Einsatz der Nährböden, der 

Abbildung 11: Eine haploide Pflanze entwickelt aus 
einer Mikrospore 
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Vorbehandlung sowie das Pflanzenmaterial das Gleiche wie 
bei den Mikrosporenkulturen. Daraus läßt sich schließen, daß 
bei der Antheren- sowie Mikrosporenkultur ähnliche Mecha­
nismen ablaufen, die ähnliche oder "gleiche Bedingungen ver­
langen. 

In einer beachtlichen Anzahl von Veröffentlichungen 
(Keller et al. 1975; Chu ong et al. 1985; B aillie et al. 
1992) wird darauf hingewiesen, daß die Aufwuchsbedingun­
gen der Spenderpflanzen einen entscheidenden Einfluß auf 
den Erfolg der Antheren- und Mikrosporenkultur haben. 
Ebenfalls von großem Einfluß sind die Bedingungen während 
der Kulturzeit. Glan d und Mitarbeiter (1988) beobachteten 
bei Raps, daß eine Vorbehandlung mit niedriger Temperatur 
und einer längeren Tageslänge die Erzeugung von Embryoi­
den in einer Mikrosporenkultur nennenswert erhöhen 
können. 

· Die durchgeführten Experimente können diese Ergebisse 
bestätigen, denn bei sonst gleichen Vorgaben konnten nur 
bei einer zusätzlichen Kältevorbehandlung (10°C/ 6h) aus Mi­
krosporen Embryoide erhalten werden. Dieses Ergebnis und 
die Beobachtungen in der Literatur (Dun w e 11 et al. 1985) 
lassen den Schluß zu, daß eine Vorbehandlung mit niedriger 
Temperatur für eine isolierte Mikrosporenkultur notwendig 
ist. 

Eine allgemeine Erfahrung in der Gewebekultur ist, daß 
. schon einmal in vitro regeneriertes Material zu besseren Rege­

nerationsergebnissen führt, da eine "Gewebekulturtauglich­
keit" in dem Material angenommen wird (Roberts o n et 
al. 1986). 

Aus diesem Grunde wurden als Mikrosporenspenderpflan­
zen im Jahr 1992, Pflanzen eingesetzt, die aus Kotyledonen, 
Hypokotyl und Knospen regeneriert, vermehrt und in vitro 
gelagert (bei 7-10°C) wurden, bevor sie ins Feld gepflanzt 
und dort als Spenderpflanzen dienten. 

Es deutet alles darauf hin, daß die Spenderpflanzen, die 
sich aus Embryoiden in der Antherenkultur entwickelt haben, 
eine potentielle Fähigkeit zur Embryogenese in der Mikrospo­
renkultur zeigen. 

Zusanunenfassung 

Knospen der Sorte "Green Charger" wurden am Morgen ab­
geschnitten und für 6 h in 10°C gestellt. Die Isolation der Mi­
krosporen erfolgte in zwei verschiedenen Nährlösungen, die. 
auch zur Kultur der Mikrosporen in Agarosetropfen dienten. 

Abbildung 12: Eine in Vermiculite wachsende haploide 
Brokkoli pflanze 

123 



Die Petrischalen mit den Mikrosporentropfen wurden für 
einen Tag bei 33°C und 10 Tage bei 25°C k'Ultiviert, bevor sie 
in Licht und 25°C überführt wurden. Nach 3-4 Wochen konn­
ten die ersten Embyoide unterschiedlichster Form beobachtet 
werden. Sie wurden dann auf einen B5-Nährboden ohne Hor­
mone aber mit 20g/l Saccharose versetzt überführt. Nach 4-6 
Wochen entwickelten sie sich zu kompletten Pflanzen. 

In 50 % der entwickelten Pflanzen konnten n=9 Chromoso­
men in den Zellen ihrer Wurzelspitzen gezählt werden. 

A new progress in the production of plants from isola­

ted microspores· ofbroccoll (Brassica oleracea var. lta­
llca L) 

Buds of the cultivar "Green Charger" were cut off in the 
morning and kept at 10°C for 6 hrs. Microspores were isolated 
in two different nutrient media. These media were also used 
for the culture of microspores in droplets of agarose. The petri 
dishes were cultured 1 day at 33°C and 10 days at 25°C in the 
dark and were then further cultured in the light (16 hrs). After 
3-4 weeks first embryoids could be observed which differed 
in structure. They were transferred to B5 medium containing 
no hormones but 20g/l of sucrose. They developed into intact 
plants after 4-6 weeks. Chromosome numbers were counted 
in the root tips. 50 % of the plants were haploid (n=9). 
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