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Abstract

Protoplasts were isolated from young spring leaves of
mature (70 years old) beech (Fagus sylvatica ! Atropunicea'
and 'Zlatia') trees. In addition to normal protoplasts, ex-
ceptionally large (Mega) protoplasts were also observed.
The mega protoplasts were upto 64 times greater in vo-
lume compared to average normal protoplasts. Following
culture, the beech protoplasts regenerated cell wall and
exhibited budding and cell division. These studies have
shown that mesophyll protoplasts from mature beech trees
are developmentally viable, when they are isolated at an
appropriate stage of leaf development.

Key words: Beech (Fagus sylvatica), mature trees, mesophyll
protoplasts, mega protoplasts, isolation, culture, cell
division.

Zusammenfassung

Aus jungen, im Friihjahr ausgetriebenen Blittern von

ungefihr 70jihrigen Buchen (Fagus sylvatica ' Atropunicea’

Silvae Genetica, 33, 1 (1984)

und 'Zlatia') wurden Protoplasten isoliert. Dabei sind
auBerordentlich groBe (Mega-) Protoplasten beobachtet
worden. Die Megaprotoplasten hatten ein Volumen bis zu
64 mal gréBer als das der durchschnittlich groen normalen
Protoplasten des Mesophylls. In der Kultur haben die Bu-
chenprotoplasten Zellwénde gebildet und Zellsprossungen
und Zellteilungen sind erfolgt. Die Untersuchung zeigt, daB
Protoplasten des Mesophylls alter Buchen in ihrer Ent-
wicklung lebensfihig sind, wenn sie in einem bestimmten
Entwicklungsstadium der Bléatter isoliert werden.

Introduction

Protoplasts have been isolated from several forest tree
species, but cultured in a few (see AHuja, 1981, 1982). Cell
wall regeneration and cell division have been observed in
the protoplast cultures of Pinus pinaster and Biota orien-
talis (Davip et al. 1981), Picea excelsa (STrRMEN and CIERNA,
1981), Populus tremula (Anuja, 1983), and colony/callus
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Figure 1. — Freshly isolated normal protoplasts from young leaves of Fagus sylvatica
‘Atropuniceal. X560
Figure 2. — A normal and a mega protoplast from F. sylvatica 'Atropunicea’. x560
Figure 3. — Mesophyll protoplasts from slightly older leaves of F. sylvatica 'Zlatia' showing
mostly normal range protoplasts. x560

Figure 4. — Protoplast culture of F. sylvatica ‘Zlatia' showing cell division in normal proto-
plasts. x560
Figure 5. — Protoplast culture showing cell divisions in normal and mega protoplasts. X560

Figure 6. — A 3—4 cell derivate from beech protoplast. x560

formation in Pseudotsuga menziesii (Kirsy, 1981). So far
it has not been possible to regenerate whole plants from
forest tree protoplasts. Here we report on the isolation and
culture of mesophyll protoplasts from young spring leaves
of mature beech, Fagus sylvatica, trees.

Materials and Methods

Branches from approximately 70 years old beech trees,
Fagus sylvatica 'Atropunicea' and 'Zlatia’, were brought
in early spring before bud break and maintained in con-
trolled chambers (temperature 23—25° C; light 3400 lux;
relative humidity 70%) for a regular supply of leaves.
Young leaves were surface sterilized in 5% sodium hypo-
chlorite solution, containing a few drops of Tween 80, for
5 minutes. Following three washings in autoclaved distilled
water, the gently scraped leaves were cut into small pieces,
sliced transversely into 1 mm strips and incubated into an
enzyme solution consisting of 1 % cellulase R-10 (Serva),
0.5% macerozyme R-10 (Serva), 0.1% pectinase (Serva),
0.1% bovine albumin (Sigma), and 0.7 M mannitol in a
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CPW solution, pH 5.6. The CPW consisted of 100 mg/l cal-
250 mg/l magnesium sulphate, and 30 mg/l calcium nitrate.
cium chloride, 170 mg/l potassium dihydrogen phosphate,
Incubation was carried out in the dark, at 25°C, with
shaking at 30 rpm, for 20—22 hours. After filtration through
80 um stainless steel sieve, protoplasts and debris were
pelleted in 0.7 M mannitol + CPW at 100 g for 6 minutes.
The pellet was resuspended in 20% sucrose + CPW and
centrifuged at 100 g for 15 minutes. Floating protoplasts
were washed twice in 10% mannitol + CPW and plated
in 2 ml of protoplast culture medium essentially as pre-
viously described (Anuja, 1983).

Results and Discussion

Mesophyll protoplasts in Fagus sylvatica 'Atropunicea"
and 'Zlatia' ranged from 14 um to 60 um in diameter;
the normal protoplast range being 14 um to 18 um. The
diameters of exceptionally large (Mega) protoplasts were
2 to 4 times greater than the average normal mesophyll
protoplasts (Figures 1—3). The mega protoplasts were. upta




64 times greater in volume as compared to average normal
protoplasts. The mega protoplasts could be isolated only
from young spring leaves. In the mature beech leaves there
were hardly any mega protoplasts, and even the yield and
growth potential of normal protoplasts were much lower as
compared to those from young leaves. Following culture,
cell wall regeneration occurred in the beech protoplasts
after 48 to 72 hours. After 5 to 7 days, the protoplast de-
rived cells showed initation of budding. Subsequently cell
divisions were observed in these protoplast cultures (Fig-
ures 4—6). Growth and differentiation studies on the proto-
plast derived beech cells are in progress.

These studies have demonstrated that viable protoplasts
can be isolated from young spring leaves of mature beech
trees, even when the trees are 70 or more years old. The
initiation of budding and cell division show that mesophyll
protoplasts from mature trees are developmentally viable,
when isolated at an appropriate stage of leaf development.

The mega mesophyll protoplasts have been previously
isolated from aspen, Populus tremula (Aunuja, 1983). Beech,
Fagus sylvatica, is the second forest tree species investiga-
ted that also shows mega mesophyll protoplasts. The mega
protoplasts in beech are also developmentally viable as
was the case in aspen (Anusa, 1983). The origin and func-

tion of mega protoplasts are not known. Since the mega
protoplasts appear to be transient, it seems plausible to
speculate that mega mesophyll cells, from which mega
protoplasts are presumable drived, may be involved in a
rapid post-winter photosynthetic activity in the first spring
leaves of the forest tree species.
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Buchbesprechungen

Untersuchungen iiber die Resistenz von Pappeln gegen-
iiber dem Erreger des Pappelkrebses, Xanthomonas populi
subsp. populi (Ridé) Ridé und Ridé. Von Horst-GerriT KE-
cHiL. Dissertation der Forstwissenschaftlichen Fakultéit der
Ludwig-Maximilians-Universitdt zu Miinchen. 1982. 154
Seiten.

Eine der wichtigsten Pappelkrankheiten ist der Pappelkrebs,
verursacht durch die Bakterienart Xanthomonas populi ssp. popu-
li. Kenntnisse iiber die Anfilligkeit bzw. Resistenz von Pappeln
gegeniiber dieser Erkrankung sollten daher Bestandteil der Ziich-
tungsarbeit sein. Hierfiir ist die Entwicklung und Erprobung ge-
eigneter Infektionstests sowie eine Uberpriifung der Ergebnisse mit
den unter Feldversuchsbedingungen erhaltenen erforderlich. In
der vorliegenden Dissertation wurden in umfangreichen Versuchen
141 Tacamahaca-Klone und 39 Aigeiros-Klone auf ihre Widerstands-
fahigkeit gegeniiber X. populi gepriift. Von den verschiedenen
Inokulationsverfahren hat sich die Keilschnittmethode, im Juni
durchgefiihrt, am besten bewé&hrt. Die Infektionsergebnisse las-
sen deutliche Resistenzunterschiede auf der Individualebene er-
kennen. Resistenz ist offenbar polygen bedingt. Zwischen den Ar-
ter’ und Sektionen zeigten sich keine Resistenzunterschiede. In
der Reaktion der Klone bestand eine gute Ubereinstimmung zwi-
schen den Ergebnissen der kiinstlichen Infektionen und Feldbe-
obachtungen. Das Verfahren ist demnach als Friihtest zur Priifung
auf Krebsresistenz geeignet. Zum gewerbsmiBigen Verkehr soll-
ten daher nur noch Klone zugelassen werden, die im Infektions-
test resistent gegeniiber X. populi waren. Fiir die praktische Durch-
fiihrung von Infektionsversuchen und die Bewertung von Klonen
nach bestimmten Selektionskriterien macht der Autor Vorschlige.

B. R. STePHAN

Illustrierte Flora von Mitteleuropa. Von Gustav Hreal
Band I, Teil 3, Gramineae, Lieferung 2. Bearbeitet von
Hans Joacumm Conert. 3., vOllig neubearbeitete Auflage. 80
Seiten mit 27 Abbildungen und 3 Farbtafeln. Verlag Paul
Parey, Berlin und Hamburg. 1983. Broschiert DM 35,—.

In Fortfiilhrung der volligen Neubearbeitung des Standardwer-
kes iiber die Flora von Mitteleuropa enthilt die vorliegende Lie-
ferung des Bandes I/3 einen weiteren Teil der Gramineae. Be-
handelt werden 13 Gattungen der Poaceae aus den Unterfamilien
Eragrostoideae, Arundinoideae und Pooideae. Hierher gehéren u.
a. die weit verbreiteten Gattungen Spartina, Phragmites, Molinia
oder Phalaris. Gegeniiber der vorigen Auflage sind schon in der

duBeren Aufmachung zahlreiche Verdnderungen festzustellen.
Durch den zweispaltigen Drucksatz und die deutlichere Hervorhe-
bung von Untertiteln ist der Text jetzt iibersichtlicher gestaltet
und leichter lesbar. Die einzelnen Arten sind eingehend beschrie-
ben und abgebildet. Auch Verbreitung, Vorkommen im Gebiet,
UOkologie, Cytotaxonomie, Inhaltsstoffe, Nutzen und Verwendung
sowie Schidlinge und Krankheiten werden ausfiithrlich dargestellt.
AuBlierdem wird auf wichtige Literatur hingewiesen. Stirkere Auf-
merksamkeit gilt in der Neuauflage der Beschreibung von Adven-
tivarten. — Insgesamt unterstreicht auch die vorliegende Lieferung
erneut die Einmaligkeit des ,Hegi“ als Standardwerk fiir die mit-
teleuropéische Flora. B. R. STEPHAN

Krankheiten der Wald- und Parkbiume. Leitfaden zum
Bestimmen von Baumkrankheiten. Von Heinz Bumin. Ver-
lag Georg Thieme, Stuttgart, New York. 1983. 172 Seiten
mit 100 Abbildungen in 388 Einzeldarstellungen. DM 49,—.
(ISBN 3-13-639001-6).

Das vorliegende Buch gehért zu den besten in den letzten Jah-
ren in verschiedenen Lindern erschienenen Werken iiber Baum-
krankheiten. Durch klare und eindeutige Zeichnungen der Syrup-
tome und Schadorganismen mit Fruchtkérpern und Sporenformen,
sowie durch prizise, auf das Wesentliche beschrinkte Beschrei-
bungen konnen liber 100 Krankheiten der Wald- und Parkbiume
bestimmt werden. Auch dem weniger Gelibten diirfte die richtige
Diagnose anhand dieses Buches nicht schwer fallen. AuBer dia-
gnostischen Merkmalen werden Hinweise auf die Biologie und
die wirtschaftliche Bedeutung der einzelnen Krankheitserreger
gegeben und Mafinahmen zur Verhlitung oder Bekidmpfung auf-
gezeigt. Gegliedert ist der Stoff nach dem Ort der Schidigung am
Baum: Schiden an Bliiten, Samen und Friichten; Schiden an Na-
deln und Blittern; Schidden an Knospen und jungen Trieben;
Rindenschidden; GefdB- und Welkekrankheiten; Holzschiden im
stehenden Stamm; Lagerholzschiden; Epiphyten, Symbionten und
parasitische Bliitenpflanzen; Bildungsabweichungen und Wuchs-
anomalien. — Die Hauptabschnitte sind untergliedert in Einzel-
beschreibungen der durch Viren, Bakterien, Pilze oder parasiti-
sche Bliitenpflanzen verursachten Erkrankungen. Der klassischen
Forstpathologie folgend werden tierische Sch&dlinge nicht behan-
delt. Die Ausfiihrungen iiber die wichtigeren Krankheiten wer-
den erginzt durch Hinweise auf #hnliche Krankheitsbilder oder
Schadorganismen, die wirtschaftlich von geringerer Bedeutung
sind oder weniger hiaufig vorkommen. Die Taxonomie der Schad-
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