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Isolation und Kultur von Lupinenprotoplasten

I. Protoplasten aus Blittern von Lupinus angustifolius Sorte Kubesa

ANGELIKA SCHAFER-MENUHR

Institut fiir Pflanzenbau und Pflanzenziichtung

Einleitung

Die Lupine gewinnt zunehmendes Interesse bei europii-
schen Pflanzenziichtern. Da Kreuzungsbarrieren zwischen
den europdischen und amerikanischen Arten bestehen, sol-
len in vitro Techniken helfen, diese Schranken zu iiberwin-
den. Neben der Embryokultur von partiell kreuzbaren Lu-
pinenarten (d.h. ein Embryo wird angelegt, stirbt aufgrund
von Inkompatibilitit aber in einem frilhen Entwicklungs-
stadium ab) ist es vor allem die Protoplastenfusion nicht
kreuzbarer Lupinenarten, die eingesetzt werden kann,
neues Basismaterial fiir Ziichtungsarbeiten zur Verfiigung
zu stellen.

Bei Lupinen sind keine Arbeiten bekannt, die iiber Pro-
toplastenisolation und Protoplastenfusion berichten. Dieser
Beitrag soll aufzeigen, wie Protoplasten aus Blattzellen her-
gestellt werden kdnnen und erste Informationen iiber Nihr-
medien geben, in denen die Lupinenprotoplasten wieder
Zellwdnde regenerieren, sich teilen und Callus bilden.

Material und Methoden

Fir die Anzucht von Keimpflanzen wurden Samen von
L. angustifolius der Sorte Kubesa 2 min. in 70 %igem Etha-
nol geschwenkt. Die Losung wurde abgegossen und durch
1.5 %ige frisch hergestellte Calciumhypochloridlésung er-
setzt. Nach 15 min. wurden die Samen mit sterilem destil-
liertem Wasser gewaschen und je 3 Samen in Petrischalen
auf angefeuchtetes steriles Filterpapier gelegt. Nach 3 Ta-
gen wurde die Samenschale unter aseptischen Bedingungen
entfernt. Die Keimlinge wurden in grofie Reagenzgldser ge-
pflanzt, die 20ml 0.1 %iges Poly Fertisal in 0.8 %igem Agar
enthielten und in einer Phytokammer (16 h Licht, 23°C/
8 h Dunkelheit, 18°C) fiir weitere 3 Wochen kultiviert.

Die zellwandauflésenden Enzyme Cellulase Onozuka
R 10 (Serva) und Pektinase (Serva) wurden vor Verwen-
dung wie bei Wetter und Constabel (1982) beschrieben
tiber Biogel P-6 gereinigt und gefriergetrocknet.

Die Plasmolyselésung enthielt 150 mM Sorbit, 150 mM
Mannit, 0.7 mM NaH2PO4, 6.8 mM CaClz und 0.5 mM
2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure. Der pH-Wert wurde auf
6.8 eingestellt.

Zur Isolation der Protoplasten wurden Blitter unter
aseptischen Bedingungen abgeschnitten, in steriles Wasser
gelegt, die untere Epidermis der Blidtter abgezogen, die
Blitter in etwa 2mm? grofie Stiicke zerschnitten und in
Enzymldsung gegeben. Die Petrischalen wurden unter leich-
tem Schwenken 2-—-8h bei Zimmertemperatur inkubiert.
Zur Abtrennung unverdauter Blattreste wurde der Enzym-
verdau durch ein Nylongewebe mit 50 um grofien Poren
filtriert. Das Filtrat wurde bei 100 x g 5 min. zentrifugiert.
Das Sediment wurde 3 x mit S ml Plasmolyselésung ge-
waschen. Die Dichte der Protoplasten wurde in einer Zihl-
kammer bestimmt und auf 10* —10°/ml eingestellt.
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Das Grundmedium zur Herstellung der Protoplastenme-
dien war B5 (Gamborg etal. 1968). Alle Medien wurden
auf pH 5.5 eingestellt und sterilfiltriert. Als Phytohormone
wurden verwendet: 6-Benzylaminopurin (BA), (2,4 Dichlor-
phenoxy)-essigsiaure (2,4-D), Gibberellinsiure (GA3), (2-
Isopentenyl)adenin (2iP), Kinetin (Kin) und 1-Naphthyl-
essigsiure (NAA).

Zur Herstellung des Lupinenextraktes wurden Samen
von L. luteus der Sorte Topaz 2h in Wasser gequollen und
die Samenschale entfernt. Die Samen wurden mit Sand im
Mérser zerrieben (0°) und mit Wasser (1 ml/Samen) 1 h bei
0°C extrahiert und 20 min. bei 13 000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde 5 min. in einem kochenden Wasser-
bad denaturiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand
wurde gefriergetrocknet und bei 4°c gelagert.

Ergebnisse und Diskussion

Uber Methoden zur Isolation, Kultur und Regeneration
von Protoplasten verschiedenster Pflanzenarten gibt es
zahlreiche Ver6ffentlichungen (Vasil 1976, Reinert und
Bajaj 1977, Wetter und Constabel 1982, Evans etal. 1983,
Fowke und Constabel 1985 und dort zit. Arbeiten). Diese
Publikationen zeigen, dafd es eine ganze Reihe von Varia-
tionsmgglichkeiten bei der Isolation und Kultur von Proto-
plasten gibt und daf} es unumginglich ist, fiir jede Pflanzen-
art giinstige Methoden und Nahrmedien zu erarbeiten.

Fiir die Gewinnung der Protoplasten sind zwei Faktoren
von ausschlaggebender Bedeutung: die Osmolaritit und die
Enzymmischung. In Vorversuchen wurde untersucht, wel-
che Enzyme sich fiir den Zellwandabbau bei Lupinen eig-
nen. Priparierte Blattstiicke wurden in Plasmolyseldsung
gelegt, die 0.3 M Mannit und 0.3 M Sorbit enthielt. Getestet
wurden folgende Enzyme bzw. Enzymmischungen: A Ono-
zuka 1%, B Onozuka 1% und Pektinase 0.5 %, C Driselase"
1 %, D Driselase 1 % und Pektinase 0.5 %, E Cellulysin 1 %,
F Celtulysin 1% und Pektinase 0.5 %. Der Enzymverdau
wurde unter einem Invertoskop beobachtet. Bei allen Be-
handlungsstufen waren nach einer Stunde Protoplasten ge-
bildet worden. Nach weiterer Inkubation vermehrte sich der
Anteil an Protoplasten und erreichte bei 4—6 h Inkubation
ein Optimum. Die Ausbeute an Protoplasten war am héch-
sten bei B und D. Nach Reinigung der Protoplasten zeigte
sich jedoch, da die Protoplasten, die mit 1 % Onozuka und
0.5 % Pektinase hergestellt worden waren, stabiler waren als
die, bei denen Driselase verwendet worden war.

Zur Uberpriifung der optimalen Osmolaritdt wurden die
priparierten Blattstiicke in Plasmolyseldsung gelegt, der Man-
nit und Sorbit in verschiedenen Konzentrationen (Tab. 1)
und 1% Onozuka und 0.5 % Pektinase zugesetzt war. Die
Protoplasten wurden nach 4 h Inkubation gereinigt und ge-
zahlt. Wie Tabelle 1 klar zeigt, wird bei 0.3 und 0.4 M Os-
motikumzusatz die hochste Ausbeute an Protoplasten erhal-
ten und liegt damit niedriger als fiir viele Pflanzenarten an-

gegeben. Abbildung 1 zeigt Protoplasten, die mit 0.3 M
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