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Isolation und Kultur von Lupinenprotoplasten
IV. Regeneration von Pflanzen aus Protoplasten

ANGELIKA SCHAFER-MENUHR

Institut fUr Pflanzenbau und Pflanzenziichtung

Einlcitung

Ein grofes Problem fiir die Lupinenziichter sind die stark
ausgeprigten Kreuzungsbarrieren zwischen den Arten, die es
unmoglich machen, Arten amerikanischen Ursprungs mit un-
seren Kulturformen zu kreuzen. Seit einigen Jahren wird
daher versucht, in vitro Techniken in die Zichtungsarbeit zu
integrieren. Die vorrangig wichtigsten Methoden sind zur Zeit
die Embryokultur abortiver Embryonen (embryo rescue) und
in vitro Arbeiten, bei denen Protoplasten in irgendeiner Form
manipuliert werden, z.B. durch Protoplastenfusion.

Die Embryokultur kann nur bei den Artkreuzungen erfolg-
reich eingesetzt werden, bei denen es zur Befruchtung und
zur Entwicklung eines Embryos kommt, der jedoch an der
Mutterpflanze nicht ausreifen kann. So konnten Hybridpflan-
zen von der Kreuzung L. mutabilis x L. hartwegii aus aborti-
ven Embryonen regeneriert werden (Schifer-
Menuhr etal, 19882, 1988b).

Da es nur in den seltensten Fillen zur Bildung eines Embry-
os kommt, will man versuchen, die Kreuzungsbarrieren durch
Protoplastenfusion zu umgehen. Diese Technik ist bei Lupi-
nen jedoch noch im Entwicklungsstadium. Die erfolgreiche
Regeneration von Pflanzen aus Blattprotoplasten von Lupi-
nen, uber die die vorliegende Arbeit berichtet, wird dazu bei-
tragen, die Protoplastenfusion fur die Anwendung in der Lupi-
nenziichtung einen Schritt weiter zu bringen.

Matcrial und Methoden

Ausgangsmaterial fiir die Protoplastenisolation waren
SproRkulturen der Embryopflanze Nr. 33 aus der Kreuzung L.
mutabilis x L. hartwegii ( Schdfer-Menuhr et al,
1988a, 1988b). Die Pflanzen wurden in vitro Uber Nodien ver-
mehrt und bei 20-23° C (12 h Licht) kultiviert. Die Blattproto-
plasten wurden wie beschrieben (Schidfer-Menuhr,
1987) isoliert, gereinigt und kultiviert. Die Enzyml6sung ent-
hielt 1% Cellulase Onozuka R-10 und 0.5 % Macerozym. Die
Blattstiicke wurden 2-3 h bei 23° C in der Enzyml6sung inku-
biert. Die Protoplasten wurden in T19/4 Medium kultiviert
und jede Woche mit T29/4 Medium ‘gefittert". Die Calli
wurden nach 4 Wochen auf "Lochagarmedium’ umgesetzt.
Dazu wurden in Ge Agarmedijum mit einem heiBen Loffelspa-
tel Locher geschmolzen, die mit einem Tropfen Ge Fliissigme-
dium gefillt wurden. Dieses System ist bei Schifer-
Menuhr etal (1988a, 1988b) fur die Kultur von Embryo-
nen beschrieben worden. Die Hormonzusitze waren: Ge/0 -
keine Phytohormone, Ge/4 - 1.5 mg/l NAA, 0.4 mg/l BA, Ge/5
- 2.5 mg/l BA und Ge/6 -5 mg/l BA. Die Calli wurden nach 6
Wochen bonitiert und griine Calli auf frisches Medium umge-
setzt. '
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Die Medien enthielten folgende Komponenten: B5S Medium
(Gamborg et al, 1968), 200 mg/l Caseinhydrolysat,
Fruktose 0.7 mM, Ribose 0.8 mM, Xylose 0.8 mM, Mannose
0.7 mM und Cellobiose 0.4 mM. Das Ge Medium enthilt zu-
sitzlich 30 g/l Saccharose, 5 g/ Glukose und bei festen
Medien 0.8 % Agar. Die T19/4 und T29/4 Medien enthalten
zusitzlich Calciumpantothenat 10 pM, Folsdure 0.5 uM, p-
Amino-benzoesiure 0.07 uM, Biotin 0.02 pM, Cholinchlorid
3.6 uM, Ascorbinsgure 5.7 uM, Vitamin B 12 0.007 uM, Natri-
umpyruvat 45 UM, Zitronensiure 48 uM, Apfelsiure 75 puM,
Fumarsiure 86 pM, Saccharose 150 mM, 1.5 mg/l NAA, 0.4
mg/l BA. Das T19/4 Medium enthilt 150 mM Mannit, das T29/
4 Medium 75 mM Mannit.

Abkiirzungen: 6-Benzylaminopurin (BA), 1-Naphthylessig-
sdure (NAA).

Ergcbnisse und Diskussion

Techniken, bei denen Protoplasten fiir die Pflanzenziich-
tung manipuliert werden, setzen voraus, da8 man die Proto-
plasten wieder zu Pflanzen regenerieren kann. Wihrend man
bei einer Vielzahl von Pflanzenarten, Pflanzen aus Protopla-
sten regenerieren kann, ist dies bisher noch nicht bei Lupinen
geglickt. Eine Ursache liegt darin, daR der Regenerationspro-
zef per se noch nicht in allen Einzelheiten erforscht ist und
man deshalb empirisch, d.h. durch Ausprobieren, die richtige
Zusammensetzung der Regenerationsnihrbéden finden musf.
Es ist deshalb nicht weiter verwunderlich, daf es bei Pflan-
zenarten, mit denen schon lange in der Gewebekultur gear-
beitet wird und daher mehr Informationen tGber Nihr- und
Wuchsstoffanspriiche vorliegen, leichter gelingt als bei Arten
wie Lupinen oder anderen Kornerleguminosen, deren Bear-
beitung nur sporadisch erfolgt. Eine Ausnahme sind die Ge-
treidearten, bei denen sich trotz jahrzehntelangen Bemiihens
erst jetzt der Erfolg einstellt.

Fur die Lupinenziichtung ist es eminent wichtig, die Kreu-
zungsbarrieren durch Protoplastenfusion zu umgehen. Der
schwierigste Schritt dieses Unterfangens ist die Regeneration
der Fusionsprodukte zu ganzen Pflanzen, da bisher noch nie
eine Pflanze oder ein Sprof aus Lupinenprotoplasten oder
Einzelzellen regeneriert worden ist. Es war daher primir not-
wendig, tberhaupt einmal eine Pflanze aus Lupinenprotopla-
sten zu regenerieren, um zu zeigen, daf es prinzipiell mog-
lich ist, und um Kenntnisse iiber die Struktur des Callus zu er-
halten, der in der Lage ist, Pflanzen zu regenerieren. In weite-
ren Versuchen mussen dann die Regenerationsbedingungen
optimiert werden und so modifiziert werden, daf sie auch auf
andere Lupinenarten und die Fusionsprodukte Ubertragen
werden kénnen.
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Zusammenfassung

Aus Blittern von der Hybride Lupinus mutabilis x Lupinus
hartwegii wurden Mesophyllprotoplasten isoliert und kulti-
viert. Nach 4-wochiger Kultur in T19/4 und T29/4 Medium
wurden die Calli auf Differenzierungsnihrbéden umgesetzt.
Bei der Behandlungsstufe, die 5 mg/l 6-Benzylaminopurin
enthielt, entwickelten sich in einem Fall keimblattartige Struk-
turen. Nach Umsetzen auf hormonfreies Medium wurden
Sprosse erhalten, die sich im Aussehen nicht von der Aus-
gangspflanze unterschieden.

Isolation and culture of lupin protoplasts
IV. Regeneration of plants from protoplasts

Protoplasts of the hybrid Lupinus mutabilis x Lupinus hart-
wegii were isolated and cultured. After 4 weeks of culture in
T19/4 and T29/4 media calli were transferred to differentiation
media. One callus of the hormone treatment 5 mg/l 6
benzylaminopurine developed cotyledonlike structures. After
transfer to hormone free medium shoots were obtained which
had the same appearance as the donor plant.
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