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Einleitung 

Stabile Zellsuspensionen von L. polyphyllus haben in allen 
Stadien des Wachstumszyklus relativ große Zellen ( S c h ä -
f e r - M e n u h r, 1989). Gereinigte Protoplastenpräparatio
nen enthalten zwar unterschiedlich große Protoplasten, die 
jedoch alle reich an Vakuolen sind ( S c h ä f e r - M e n u h r, 
1988). Einerseits sind die vakuolenreichen Protoplasten gute 
morphologische Marker bei Fusionen mit Blattprotoplasten, 
andererseits sollte bei einem Einsatz von Zellkulturprotopla
sten folgende Parameter bekannt sein: 

1. Wie hoch ist der Ploidiegrad der Kultur 
2. Ist die Kultur synchronisiert 
3. Welche Mitoseraten liegen zum Zeitpunkt der Fusion vor. 

Material und Methoden 

Die Zellinie Mina 11 von L. polyphyllus ist wie bei S c h ä -
f e r - M e n u h r (1988, 1989) beschrieben isoliert und cha
rakte risiert worden. 

Für die Kernuntersuchungen wurden die Zellen nach der 
Methode von P f o s s e r und K a n de I e r (1989) aufgear
beitet und die Zellkerne durch Einfrieren auf Trockeneis auf 
den Objekträgern fixiert. Die Objektträger wurden 2 Tage bei 
Zimmertemperatur getrocknet und erst unmittelbar vor der 
Auswertung für 30 min in Phoshatpuffer inkubiert. Anschlie
ßend wurden sie mit 1 µg/ml 4,6-Diamidino-2-phenylindol 
(DAPI) gefärbt. Interphasekerne und Mitosen wurden unter 
einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Erregerfilter IV, Sperrfil
ter 0/0/41) ausgezählt. 

Das Trockengewicht wurde wie beschrieben bestimmt 
( S c h ä f e r - M e n u h r , 1989). Dieselben Proben wurden 
für die Proteinbestimmung wie folgt aufgeschlossen: ungefähr 
gleiche Mengen der gefriergetrockneten Proben wurden in 1.5 
ml Reaktionsgefäße eingewogen, mit 1 ml 1 % SDS versetzt, 5 
min geschüttelt und 3 x je 30 min bei -20° C eingefroren und 
bei Zimmertemperatur getaut. Anschließend wurden die 
Proben 3 min gekocht, 10 min hochtourig abzentrifugiert und 
der überstand erneut 10 min abzentrifugiert. Die Proteinbe
stimmung erfolgte in den 1:5 verdünnten überständen mit 
einer modifizierten Methode nach L o w r y ( K o e p s e 1 1 
etal., 1983) 

Ergebnisse und Diskussion 

Erste Kernmessungen ergaben, daß die Ausgangskulturen 
sehr heterogen waren ( P f o s s e r, unveröffentl. Ergebnisse). 
Die Kulturen enthielten einen hohen Anteil an Zellen mit 4C
Gehalten und einen breiten Peak bei 8C. Der Peak bei 2C ent
spricht dem Anteil der diploiden Zellen in der G1-Phase. Im 
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4C-Peak werden Kerne mit dem doppelten DNA-Gehalt 
erfaßt, also Zellen in der G2-Phase, Zellen in Mitose und tetra
ploiden Zellen in der G1-Phase. Der 8C-Peak enthält nicht nur 
tetraploide oder polyploide Kerne sondern auch Kerne mit 
durch Über- oder Unterreplikation veränderten Chromoso
mensätzen. Protoplasten aus einer solchen Suspensionskultur 
sind für Fusionen ungeeignet ( H a r m s, 1985). 

Von den Ausgangskulturen sind inzwischen stabile Zelli
nien isoliert worden ( S c h ä f e r - M e n u h r, 1989). Die 
Zellinie Mina 11, aus der Protoplasten hergestellt werden 
können ( S chäf er - Menu h r, 1988) wurde in 3-tägigen 
Intervallen subkultiviert. Die Subkultur während der linearen 
Phase des Wachstums und nicht w ie sonst üblich zu Beginn 
der stationären Phase sollte selektiv das Wachstum der Zellen 
mit stabilen Chromosomenzahlen fördern (E v a n s und 
G a m b o r g, 1982), in diesem Fall 2n=48. 

Eine Charakterisierung der Zellinie auf der Basis von Trok
kengewicht und Proteingehalten ist in Abb. 1 dargestellt. Die 
Kurve für das Trockengewicht verläuft steiler als bei den Kul
turen, die routinemäßig in der frühen stationären Phase um
gesetzt wurden (Schäfer - Menu h r, 1989). Der Pro
teingehalt steigt während der ersten zwei Kulturtage stärker 
an als das Trockengewicht und verläuft dann parallel zur 
Trockengewichtskurve. Die Proteinmenge verdoppelt sich zu 
Beginn in durchschnittlich 0.8 Tagen, während der Wert für 
das Trokkengewicht bei 2.1 Tagen liegt. Der Proteingehalt be
zogen auf das Trockengewicht steigt während der ersten zwei 
Tage von 3-4% auf ca. 10% an und ändert sich nach 3 und 4 
Tagen Kulturdauer nicht. Die geringeren Proteingehalte pro 
Trokkengewicht zum Zeitpunkt 0, d.h. nachdem ein Drittel 
einer 3 Tage alten Kultur in frisches Medium überführt wurde, 
sind ein Phänomen, das ohne weitere Versuche nicht erklär
bar ist. Rein rechnerisch liegen die Werte für das Trockenge
wicht zum Zeitpunkt O zu hoch und für das Protein zu nie
drig. Die Erhöhung des Trockengewichtes zum Zeitpunkt 0, 
d.h. praktisch in der 1. Stunde nach dem Umsetzen, war bis 
auf wenige Ausnahmen bei allen Versuchen mit Zellkulturen 
von Lupinen beobachtet worden und könnte mit einer ver
stärkten Aufnahme von Nährstoffen erklärt werden. Über die 
rein rechnerisch zu niedrigen Proteinwerte zum Zeitpunkt 0 
kann nur spekuliert werden, da es in der Literatur keine Hin
weise über vergleichbare Versuche an Lupinenkulturen gibt. 

Von Kolben dieser Zellinie, die in 3-tägigen Intervallen sub
kultiviert wurden, um die Chromosomenzahl stabil zu erhal
ten, wurden Kernuntersuchungen durchgeführt. Die Anfär -
bung mit 4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) war weitaus 
unproblematischer als Feulgen- oder Carbolfuchsinfärbun
gen. Die Objektträger waren gut auswertbar, wenn der enzy
matische Abbau der Zellwände hinreichend lange durchge
führt worden war, weil Zellfetzen zum Teil stark leuchten. 
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Jeder Punkt ist der Mittelwert von S Messungen. 

Offene Kreise = Trockengewicht in mg/10 ml, geschlos
sene Kreise = Proteingehalt in mg/100 ml, x = mg Pro
tein/g Trockengewicht. 

Abbildung 1: Änderung des Trockengewichtes und Pro
teingehaltes im Verlauf der Kultur 

Die meisten beobachteten Mitosestadien waren Prophasen 
(Abb.2 a). Andere Mitosestadien (Abb. 2 b) wurden verhält
nismäßig selten beobachtet. Es war praktisch nicht möglich, 
Chromosomen auszuzählen, da die Chromosomen sehr klein 
sind und meistens nicht in einer Ebene liegen, so daß bei aus
reichender Vergrößerung nicht alle Bereiche scharf eingestellt 
werden konnten. Obwohl Chromosomenzählungen nur Ab
schätzungen erlauben, kann mit großer Wahrscheinlichkeit 
angenommmen werden, daß die Zellen in den untersuchten 
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Abbildung 2a: 
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Abbildung 3: Bildausschnitt eines mit DAPI gerarbten 

Objektträgers. Die Kerndurchmesser be
tragen 10-20 µm. 

Kulturen diploid sind. In keinem Fall wurden tetraploide 
Kerne gefunden. Auffällige Veränderungen wie das Auftreten 
von Megachromosomen wurde nicht beobachtet. 

Für die Bestimmung der Mitoseraten wurden Zellen von 2, 
3 und 4 Tage alten Kulturen verwendet, da Protoplasten aus 
entsprechend alten Kulturen hergestellt werden und für Fusi
onen eingesetzt werden sollen. Die Probenahme erfolgte des-
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Tabelle 1: Mitoseraten der Zellinie Mina h (L poly
phyllus) nach 2, 3 und 4 Tagen Kulturdauer 

2d 3d 4d 

nach 24 h QoC 18,3 (4,0) 19,0 (4,0) 21,8 (5,8) 
fixiert 

direkt 19,5 (4,1) 23,2 (3,1) 24,7 (4,4) 
fixiert 

Angegeben ist der Mittelwert In % und die Standardabweichung in 
Klammern. 

halb morgens zu der gleichen Zeit, wenn Protoplasten norma
lerweise hergestellt werden. Bei der ersten Versuchsreihe 
wurden die Zellen 24 h vor der Fixierung in Eis gestellt 
( K a o, 1982). Bei der zweiten Versuchsreihe wurden die 
Zellen nach 3maligem Waschen wie bei der Protoplastenher
stellung sofort fixiert. Je Versuchsansatz wurden 800-1000 
Kerne ausgezählt. Ein Bildausschnitt ist in Abb. 3 dargestellt. 
Mitosen sind von Interphasekernen, die stark leuchten, ver
hältnismäßig leicht zu unterscheiden, da sie strukturiert sind. 
In Grenzfällen wurden die Kerne als Interphasen gezählt. 

In Tabelle 1 sind die Durchschnittswerte von beiden Ver
suchsansätzen dargestellt. Die Prozentzahlen der kältebehan
delten Versuche liegen geringfügig niedriger als die direkt fi
xierten Versuche. Die Kältebehandlung lieferte kein besseres 
mikroskopisches Bild. Vergleichbarer mit den tatsächlichen 
Gegebenheiten sind die direkt fixierten Zellen. Die Mitoserate 
liegt nach 2 Tagen Kultur bei 20%i und nach 3 und 4 Tagen 
Kulturdauer um 24%, wobei sich nur die Werte nach 2 und 4 
Tagen Kulturdauer signifikant unterscheiden (Irrtumswahr
scheinlichkeit 5%). 

Die Mitoseraten liegen verhältnismäßig hoch. Bei Datura 
wurden 20-32 h nach dem Umsetzen maximal 20% gefunden 
( Eva n s und G a m b o r g, 1979), bei Wurzelspitzen von 
L. luteus 11% ( W r ob e 1, 1986) und 12-30% bei speziell vor
behandelten Protoplasten von Weizen ( S z a b a d o s und 
D u d i t s, 1980). Es wäre sehr spekulativ anzunehmen, daß 
die Kulturen durch den Umsetzmodus synchronisiert oder wie 
häufig beschrieben •teilweise" synchronisiert sind. Zwar un
terliegen die Kulturen einem Tag/Nacht-Rhythmus, es wurden 
aber keine Untersuchungen darüber angestellt, welche Mito
seraten z.B. eine Probenahme am Nachmittag oder eine konti
nuierliche Analyse in festen Stundenintervallen ergeben 
würden. Solche Untersuchungen wären jedoch mehr von aka
demischem Interesse, da die Zellen für die Isolation von Pro
toplasten zum Fusionieren immer morgens genommen 
werden. 

Weitaus realistischer sind folgende zwei Erklärungen: daß 
entweder die Prophase lange dauert oder Kerne im G2-
Stadium als Prophasen mitgezählt wurden. Für Wurzelspitzen 
von L. luteus wurden für die G1-Phase 3.6 h, S-Phase 4.8 h, 
G2-Phase 2.1 h und die Mitose 2.5 h ermittelt ( W r o b e 1, 
1986). Wie weit diese Angaben auf Zellsuspensionskulturen 
von L. polyphyllus übertragbar sind, kann zu diesem Zeit
punkt nicht beurteilt werden. Interessant ist jedoch der Hin
weis des Autors, daß der Übergang von der G2- zur Prophase 
und damit Mitose nicht immer leicht zu erkennen war. Es ist 
deshalb nicht auszuschließen, daß ein Teil von G2-Kemen als 
Prophasen gezählt wurden. Der Anteil an "falsch" gezählten 
Prophasen dürfte jedoch nicht sehr hoch sein, da die als Pro
phasen gezählte Kerne im Mittel eine größere Fläche aufwie
sen als die Interphasekeme. Die Volumenzunahme der Zell-
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kerne zwischen der G1- und G2-Phase beträgt im allgemeinen 
das 1.5 - 1.8fache (Na g 1, 1976), was theoretisch einer 1.2-
1.3fachen Vergrößerung der Fläche oder 1.15-l.22fachen Ver
größerung des Durchmessers betragen würde. Am wahr
scheinlichsten ist daher die Erklärung, .:faß in den Suspensi
onskulturen die Prophase verhältnismäßig lange dauert. 

Offen bleibt weiterhin die Frage, welche Auswirkungen Fu
sionen von Protoplasten haben, die sich in verschiedenen 
Phasen des Zellzyklus befinden. Blattmesophyllprotoplasten 
sollen sich fast ausschließlich in der Go- bzw. G1-Phase befin
den ( A s h m o r e und G o u I d, 1982). Sowohl für Fusio
nen wie auch für Transformationen scheint es besonders ge
e ignete (competent) Stadien zu geben, d .h. die späte G1-
Phase ( G o u I d und As h m o r e, 1982; A s h m o r e 
und Go u I d, 1982). Fusionen von Weizenprotoplasten in 
der Mitose und Reisprotoplasten in der Interphase führte in 
vielen Fällen zu "premature chromosome condensation" 
(PCC) ( S z a b a d o s und D u d i t s, 1980). Ein Verlust von 
Chromosomen hat jedoch auch einen positiven Aspekt, denn 
gerade bei Fusionen von Arten mit hohen Chromosomenzah
len, wie das bei Lupinen der Fall ist, könnten Fertilitätsproble
me bei den regenerierten Hybridpflanzen auftreten. 
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Zusanunenfassung 

Eine Zellinie von L. polyphyllus wurde in 3-tägigen Interval
len subkultiviert, um den diploiden Status zu erhalten. In 
diesen Kulturen verdoppelte sich das Trockengewicht in 2.3 
Tagen und der Proteingehalt in 0.7 Tagen. Nach 2 Tagen 
Kultur betrug der Proteingehalt 10% des Trockengewichtes. 
Mikroskopische Untersuchungen der Zellkerne nach einer 
Anfärbung mit DAPI lassen nur auf diploide Zellen schließen, 
tetraploide Kerne oder auffällige Chromosomenveränderun
gen wurden nicht beobachtet. Die Kulturen hatten eine ver
hältnismäßig hohe Mitoserate, nach 2 Tagen Kulturdauer 20% 
und nach 3 und 4 Tagen Kulturdauer 23 und 24%. 

Cell division activity of cell s:uspension cultures of Lupi
nus polyphyllus 

A cell line of Lupinus polyphyllus was subcultured in 3 day 
intervals to maintain the diploid status of the cells. In these 
cultures dry weight doubled in 2.3 days, whereas the doub
ling time of protein was 0.7 days. Protein constituted 10% of 
dry matter after 2 days of culture. Microscopic examinations 
of nuclei stained with DAPI indicated only diploid cells. Tetra
ploid cells or major abnormalities of chromosomes were not 
observed. The cultures had a relatively high rate of mitosis, 
20% after 2 days of culture and 23% and 24% after 3 and 4 
days of culture. 
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