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Isolierung und Elektrofusion von Koniferenprotoplasten

Von U. Kirsten?), H.-E. Jacos?), M. Tescue!) und S. KLuce?)

Technische Universitédt Dresden, Sektion Forstwirtschaft,
Wissenschaftsbereich Biologie

(Eingegangen 2. September 1985)

Zusammenfassung

Beschrieben wird die Isolierung von Protoplasten aus
Fichte (Picea abies (L.) Karst.) und Kiefer (Pinus sylvestris
L.). Deutliche Beziehungen bestehen zwischen Protoplasten-
ausbeute, Lebensfihigkeit der Protoplasten und dem Ver-
holzungsgrad der Kotyledonen in den verschiedenen Sta-
dien ihrer Entwicklung. Die Stadien 7 bis 9 erwiesen sich
als die geeignetsten zur Protoplastenisolierung. Ab Stadium
10 nehmen Protoplastenausbeute und Lebensfihigkeit auf-
grund fortschreitender Verholzung des Gewebes signifi-
kant ab.

Die Fusion der Protoplasten erfolgte durch elektrischen
Feldimpuls nach dielekirophoretischer Sammlung der Pro-
toplasten. Erfolgreich fusioniert wurden Protoplasten von
Picea abies X Picea abies, von Pinus sylvestris X Pinus
sylvestris und von Picea abies X Pinus sylvestris,

Betrichtliche Unterschiede ergeben sich hinsichtlich der
Isolierungs- und Fusionsbedingungen von Koniferenproto-
plasten gegeniiber Protoplasten aus krautigen Pflanzen.

Schlagworter: Koniferen, Protoplasten, Fusion.

Summary

The isolation of protoplasts of Norway spruce (Picea
abies (L.) Karst.) and Scotch pine (Pinus sylvestris L.) is
described. Distinct differences exist between protoplast
yield, viability of the protoplasts and lignification degree
of the cotyledons in their different developmental stages.
The stages 7 to 9 turned out to be the most suitable for
protoplast isolation. Due to progressive lignification of the
tissue protoplast yield and viability decrease significantly
beginning with stage 10.

Fusion of the protoplasts was effected by electrical break
down after dielectrophoretic collection of the protoplasts.
Protoplasts of Picea abies X Picea abies, Pinus sylvestris X
Pinus sylvestris and Pinus abies X Pinus sylvestris were
successfully fused. Considerable difference are observed
with regard to the isolation and fusion conditions of coni-
fer protoplasts as compared with protoplasts of herbaceous
species.

Key words: conifers, protoplasts, fusion.

Einleitung

In der Forstpflanzenziichtung werden ebenso wie in
Landwirtschaft und Gartenbau seit einigen Jahren mit der
Anwendung von Gewebe- und Zellkulturen, speziell der
Protoplastentechnik, neue Wege beschritten.

1) Technische Universitdt Dresden, Sektion Forstwirtschaft, WB
Biologie, Pienner Str. 7, DDR-8223 Tharandt.

*) Karl-Marx-Universitit Leipzig, Sektion Biowissenschaften, Leip-
zig, DDR.

3) Zentralinstitut fiir Mikrobiologie und Experimentelle Therapie,
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Aus Geweben von 22 Geholzpflanzen wurden bisher
Protoplasten isoliert, bei 11 Arten ist deren Kultur gelun-
gen. Jedoch ist auBer bei Citrus-Arten noch keinerlei
Pflanzenregeneration bekannt geworden. Auch Protopla-
stenfusionen sind nur von vier Arten beschrieben (Anuja,
1984).

Demgegeniiber steht die Isolierung von Protoplasten aus
krautigen Pflanzen von iiber 500 Pflanzenarten insgesamt,
von denen fast ausnahmslos alle kultivierbar sind. Belege
{iber eine erfolgreiche Pflanzenregeneration existieren von
mehr als 60 Pflanzenarten.

Diese Unterschiede deuten bereits auf die Schwierigkei-
ten hin, die sich aus der Arbeit mit Gehélzpflanzen erge-
ben. Darin liegt sicherlich auch die Hauptursache, dai sich
nur ein Drittel der Ergebnisse auf Koniferen beziehen und
gelungene Fusionen von Koniferenprotoplasten bisher noch
nicht beschrieben worden sind.

Nachfolgend wird die Isolierung von Protoplasten aus
Kotyledonen von Picea abies (L). Karst. und Pinus syl-
vestris L. dargestellt und deren inner- und zwischenartli-
che Fusion durch die elektrische Feldimpulstechnik,

Die Versuche haben das Ziel, neue Wege und Methoden
fiir die Forstpflanzenziichtung, insbesondere Grundlagen
erkenntnisse zur Protoplastenfusion iiber Artgrenzen hin-
weg zu gewinnen und biotechnologische Nutzungsmdoglich-
keiten zu erkunden.

Material und Methoden

Anzucht der Keimlinge

Saatgut von Fichte und Kiefer wurde nach 24stiindigem
Einquellen in Wasser in Quarzsand ausgelegt und in einer
Phytokammer angezogen (Photoperiode 14 h, 20°C, 60%
rel. Luftfeuchte, 7000 1x; Dunkelperiode 10 h, 15°C, 95%
rel. Luftfeuchte). Die Einteilung der Keimlinge nach Ent-
wicklungsstadien erfolgte nach Tescue und Zentscu (1978).

Die Fichtenkeimlinge konnten analog klassifiziert wer-
den.

Protoplastenisolierung

Die Protoplastenisolierung erfolgte in Anlehnung an die
Methode von Davip und Davip (1979).

Die Kotyledonen der Keimlinge wurden abgetrennt und
in wenigen Tropfen 0,7 M Mannitlésung mit einem Skalpell
lingsgeteilt. Daran schloB sich die Ubertragung des Ge-
webes in ein Enzymgemisch bestehend aus
Cellulase R-10, 1 %ig, (Kinki Yakult, Nishinomiya, Japan)
Rapidase 0,5 %ig, (Firma Seclin, Frankreich) und
Pectinol D 0,5 %ig, (Firma R6hm, Darmstadt, BRD)

Silvae Genetica 35, 5—6 (1986)
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Abb. 1. — Einteilung von Kiefernkeimlingen nach Entwicklungsstadien.

in 0,7 M Mannitlésung an. Die Inkubationszeit betrug bei
15—17° C etwa 18—22 Stunden. Des weiteren wurden Inku-
bationstemperaturen von 35° C und 25° C getestet.

Nachweis der Verholzung der Kotyledonen von Fichten-
und Kiefernkeimlingen

Fir die Protoplastenisolierung spielt der Verholzungs-
grad der Kotyledonen eine wesentliche Rolle.

Er wurde anhand der Farbung diinner Blattquerschnitte
mit Phloroglycin-Salzsidure ermittelt, indem die verholzten,
d. h. rot gefidrbten Tracheiden ausgezidhlt wurden. AuBler-
dem wurde registriert, ob sich im Parenchym oder in der
Epidermis bereits verholzte Zellen befanden oder nicht.

Fusion der Protoplasten mittels elektrischem Feldimpuls

Der zur Fusion verwendete Feldimpulsgenerator ist ein
Eigenbau der Werkstdtten des Zentralinstitutes fiir Mikro-
biologie und Experimentelle Therapie Jena der Akademie
der Wissenschaften der DDR. In der dazugehorigen Fu-
sionskammer () 4 mm) befinden sich zwei in Polyacryl
streng parallel gehaltene Platinelektiroden (¢ 0,5 mm) in
einem Abstand von 150 um. Die Zellen wurden in dieser
Kammer mittels eines elektrischen Feldimpulses nach vor-
angegangener dielektrophoretischer Sammlung fusioniert
(BerG et al.,, 1984). Die Fiillung der Mikrofusionskammer
mit Protoplastensuspension (Zelldichte ca. 105/ml) erfolgte
bei angelegter Dielektrophoresespannung.

Die dielektrophoretische Sammlung der Protoplasten
und der Fusionsvorgang konnten mikroskopisch beobach-
tet werden .

Abb. 2. — Frisch isolierte Kiefernprotoplasten, Stadium 8.

Vitalfirbung von Fichtenprotoplasten

Zur visuellen Unterscheidbarkeit wurden die Fichtenpro-
toplasten 20 min mit Neutralrot gefirbt (1 : 10 000 in 0,7 M
Mannitlésung).

Die Mischung von Kiefern- und Fichtenprotoplasten er-
folgte unmittelbar vor der Kammerfiillung im Verhiltnis
1:1.

Ergebnisse

Es wurden aus den Kotyledonen von Keimlingen sechs
verschiedener Entwicklungsstadien Protoplasten isoliert,
die Ausbeute pro Gramm Blattfrischmasse und die Lebens-
fdhigkeit bestimmt. Abbildung 2 zeigt frisch isolierte, le-
bensfihige Protoplasten.

Wie wir feststellen konnten, spielt der Verholzungsgrad
der Kotyledonen fiir die Protoplastenausbeute und die Le-
bensfihigkeit der Protoplasten eine wesentliche Rolle.
Dies wird deutlich aus Abbildung 4 und 5, in denen diese
Zusammenhinge flir Fichte und Kiefer dargestellt sind.

Ab Stadium 10 geht bei beiden Baumarten die Protopla-
stenausbeute und die Lebensfihigkeit der Protoplasten
signifikant zuriick. Dieses Ergebnis korreliert deutlich mit
dem Verholzungsgrad der Kotyledonen. Bis zum Stadium 9
verholzen zunichst nur die Tracheiden. Dabei nimmt diese
Anzahl zwischen Stadium 8 und 9 um etwa das Doppelte zu
und steigt in den folgenden Stadien kontinuierlich an. Ab
Stadium 10 setzt Verholzung der Epidermiszellen ein und
ab Stadium 12 sind verholzte Zellen im Parenchym nach-
weisbar. Mit zunehmender Verholzung vor allem der Epi-
dermis- und Parenchymzellen wird die Protoplastenfrei-
setzung deutlich verhindert.

Die fiir die Fusionsexperimente empirisch ermittelten
Optimalwerte fiir Dielektrophorese und Feldimpuls sind in
Abbildung 5 zusammengestellt.

Die Protoplasten bildeten nach dem Einfiillen in die Fu-
sionskammer zumeist Ketten zwischen den Elektroden,
mitunter kamen auch nur zwei bis drei Zellen miteinander
an einer Elektrode in Kontakt. Nach dem Feldimpuls fu-
sionierten die Protoplasten in einer Zeit von 5 bis 6 min
miteinander, in Ausnahmefillen verlief die vollstindige
Fusion mehrerer Zellen in wenigen Sekunden (Abb. 6).

Analoge Bilder ergaben sich bei der Fusion von Kiefern-
1nit Kiefernprotoplasten bzw. von Fichten- mit Kiefern-
protoplasten. Bei der Interspeziesfusion war wihrend der
Zellverschmelzung die Vermischung gefirbter Partikel der
Fichtenprotoplasten mit dem ungefdrbten Zytoplasma der
Kiefernprotoplasten deutlich sichtbar.
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Protoplastenfusion Dielcktrophorese - Pulzspannung /

der Arg spannung/Frequenz Pulslin e
Picea sbies x
Picea abies 2,5V / 350 kHz 50V / 50 pus

Pinus sylvestris x

Pinus sylvestris 3,5V / 350 kHz 60 V / 100 us

Picea abies x

Pinus sylvestris 2,5V / 350 kHz 30V / 50 ps

Abb. 5. — Dielektrophoresespannung/Frequenz der Wechselspan-
nung und Pulsspannung/Pulsldnge bei der Fusion von Koniferen-
protoplasten durch elektrischen Feldimpuls.

Dije Fusionsraten lagen bei den Untersuchungen inner-
halb einer Art zwischen 30 und 50%. Bei der Interspeziesfu-
sion betrug sie etwa 20%, da nur etwa die Hilfte aller statt-
findenden Fusionen Verschmelzungen zwischen Fichte und
Kiefer waren.

Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, daf sich Koni-
ferenprotoplasten hinsichtlich der Isolierungsbedingungen
und der Fusionierung z. T. betréchtlich von anderen pflanz-
lichen Protoplasten unterscheiden. So benétigt man zur
Freisetzung vitaler Protoplasten beim Tabak, bei der Ger-
ste und bei der Nelke zwischen 2 und 5 Stunden bei Tem-
peraturen von 25° C bis 30° C (MorovosH et al., 1973; Okuno
et al, 1978; Kiuce et al., 1983). Auch bei Gehdlzpflanzen,
beispielsweise bei Ulmen, wird nur wenig linger (6 Std.;
25° C) inkubiert (RepensrucH, 1981). Kirey et al. (1979) be-
nétigten auch fiir die Freisetzung von Douglasienprotopla-
sten nur 2 Stunden bei 25° C. Davip and Davip (1979) gaben
fiir Pinus pinaster dagegen mehrere Stunden (“overnight”)
an.

Die letzteren Ergebnisse kdnnen wir voll unterstiitzen.
Die Protoplastenfreisetzung dauert bei Fichte und Kiefer
18—22 Stunden, bei Inkubationstemperaturen von 15° C bis
17° C. Hinsichtlich der Inkubationstemperatur stellten wir
Unterschiede zur Literatur fest. Bei 35° C sank die Proto-
plastenausbeute im Optimalstadium 8 auf Werte ab, die
Stadium 11 und 12 entsprachen. Bei 25° C starben die Pro-
toplasten noch wihrend ihrer Freisetzung ab, so dal3 zwar
die Protoplastenausbeute kaum beeintrichtigt war, aber
die Lebensfihigkeit auf nahe Null Prozent zuriickging.

Eine Erh6hung der Temperatur zur Beschleunigung der
Freisetzung der Protoplasten geht immer auf Kosten der
Vitalitdt der Protoplasten.

Ein Vitalitdtsmerkmal von Protoplasten ist deren Tei-
lungsfihigkeit- Erste Zellteilungen konnten sowohl bei
Kiefern- als auch bei Fichtenprotoplasten nach 3 bis 7 Ta-
gen beobachtet werden (Kirsten, unveroff.).

Davip and Davip (1979) beschreiben zwei Entwicklungs-
stadien von Keimlingen, von denen gleichermaBen gut Pro-
toplasten isoliert worden sind (nach unserem Entwicklungs-
schema entsprechen diese den Stadien 9 und 10). Wir priiften
ausgehend von dem erwidhnten Schema die Stadien 7 bis
12 von Fichten- und Kiefernkeimlingen auf Ausbeute und
Lebensfihigkeit der Protoplasten. Dabei stellten wir fest,
daB es zwischen Stadium 9 und 10 in Abhingigkeit vom
Verholzungsgrad der Kotyledonen zu einer signifikaten Er-
niedrigung der Protoplastenausbeute kommt. Die Ursachen
fiir den Riickgang der Protoplastenausbeute liegen u. a.

darin, daB Lignin, eine typische Inkrustierung, die Elemen-
tarfibrilldrrdume in der sekundiren Zellwand ausfiillt und
Seitenketten in die Zellulosestruktur bildet. Das wiederum

Abb. 6. — Elektrofusion von Fichtenprotoplasten.
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fithrt zu einer sterischen Hinderung der Zellulase (ScHMIE-
DEL, pers. Mitt.). Neben dem Verholzungsgrad der Kotyle-
donen spielt sicherlich auch der beginnende Sekundérstoff-
wechsel des Keimlings eine bedeutende Rolle. In Kiefern-
keimlingen werden nach dem Abwurf der Testa (Stadium
10) erste Harzkanile nachgewiesen (Farz, 1981). Die beil
der Protoplastenisolierung dadurch moglicherweise frei-
werdenden toxischen Stoffe (z. B. Phenole) kénnten Ein-
fluB auf die Lebensfdhigkeit der Protoplasten haben. Bei
den Fusionsversuchen zeigen sich ebenfalls deutliche Un-
terschiede gegeniiber den bisher mit elektrischem Feldim-
puls fusionierten pflanzlichen Protoplasten. So wurden im
Vergleich zu Protoplasten aus Gerste, Tomate, Tabak und
Saubohnen (Jacos et al., 1984; ZimMERMANN und SCHEURICH,
1981) sehr viel hohere Pulsspannungen und Pulslidngen be-
noétigt, um Fusionen zu erreichen.

Die angefiihrten Ergebnisse unterstreichen somit einmal
mehr die Besonderheiten von Koniferen, die diese nicht
nur hinsichtlich der Protoplastenisolierung aufweisen,
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Mating System Dynamics of Lodgepole Pine in Alberta, Canada’)

By D. J. Perry?) and B. P. DaNcik

Department of Forest Science, University of Alberta,
Edmonton, Alberta T6G 2H1, Canada

(Received 7th November 1985)

Summary

The mating systems of three widely separated lodgepole
pine (Pinus contorta var. latifolia DoucL.) populations in
the Rocky Mountain foothills of Alberta, Canada, were
examined. Estimates of population multilocus outcrossing
rates ranged from 0.926 to 0.983. No significant differences
in outcrossing rates were found among stands, among pol-
lination years within stands, or among crown positions
within trees. However, a tentative temporal trend is sug-
gested in which selection against inbred seed is occurring
over time in the seed pool retained on the tree. Significant
heterogeneity was found among single-tree multilocus out-
crossing rate estimates in one stand.

Key words: Mating System, Outcrossing Rate, Pinus contorta var.
latifolia.

Zusammenfassung

Es wurde das Paarungssystem von 3 weit voneinander
getrennten Populationen von Pinus contorta var. latifolia
DovucL. in den Vorbergen der Rocky Mountains in Alberta,
Kanada, untersucht. Schitzungen der Fremdbefruchtungs-
rate anhand von Multilocusanalysen in den Populationen
ergaben Werte von 0,926 bis 0,983. Keine signifikanten
Differenzen in der Fremdbefruchtungsrate wurden zwi-
schen Bestdnden, Befruchtungsjahren.des gleichen Bestan-

1) Based in part upon the thesis of the senior author presented in
partial fulfilment of the M. Sc. degree, University of Alberta.
*) Current address: School of Forestry, Lakehead University,

Thunder Bay, Ontario, Canada.
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des oder Positionen innerhalb der Krone eines Baumes ge-
funden. Es wird jedoch auf einen zdgernden, zeitlichen
Trend hingewiesen, bei dem eine Selektion gegen ingeziich-
teten Samen mit der Zeit im auf dem Baum verbleibenden
Samenbestand vorkommt. Signifikante Heterogenitit wur-
de zwischen Einzelbdumen in einem Bestand gefunden,
die als Fremdbefruchtungsrate mit Hilfe der Multilocus-
analyse untersucht wurden.

Introduction

The mating system is an important determinant of plant
population genetic structure (CreGe, 1980). It is the genetic
link between generations and determines the initial zygotic
frequency distribution of each generation. Individuals of
a highly outcrossed species generally have higher levels of
heterozygosity than those of self-fertile species (Brown,
1979). Inbreeding can also induce gametic-phase disequili-
brium even among loci on different chromosomes (ALLARD,
1975; MirtoN et al., 1981).

Knowledge of the mating system is also of practical sig-
nificance for forest tree breeders and those involved in re-
forestation. Selfed progeny of most coniferous forest species
display significant inbreeding depression in the form of
decreased survival and growth (FrAnkLIN, 1970; SORENSEN
and MiLes, 1982). In addition, the presence of inbreeding
violates some of the assumptions made in analysis of wind~-
pollinated progeny tests, leading to overestimation of ad-
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