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Isolierung und Fusion pflanzlicher Protoplasten

UNTERRICHTSANREGUNG FUR DIE SEKUNDARSTUFE Ii. VON UTA NELLEN UND STEPHAN MATUSSEK

Die Protoplastenkultur ist eine Methode der zell-
biologischen Pflanzenzlchtung, die als Ergan-
zung zur klassischen Pilanzenziichtung immer
mehr an Bedeutung gewinnt. Schulerinnen und
Schiiler sollen sich theoretisch und praktisch mit
den Grundlagen dieser ZUchtungstechnik be-
fassen. Im Experiment gehen sie selbst mit Pro-
toplasten um und gewinnen durch eigene An-
schauung einen Eindruck von deren Zartheit,
Winzigkeit und Farbe. Sie fuhren die ersten
Schritte eines Verfahrens durch, mit dessen Hilfe
die Auslese geeigneter Pflanzen vom Acker in
das Reagenzglas verlegt werden kann, also eine
Selektion bereits auf der Ebene von Zellen
moglich ist. Die auf verhaltnismaBig einfache
Weise zu gewinnenden nackten Protoplasten
erleichtern Gentechnikern Eingriffe ins Erbgut
der Pflanzen. Eine Fusion von Protoplasten wird
eingeleitet und beobachtet; dabei sollte bespro-
chen werden, daf3 mit der gleichen Methode
Bastarde zwischen verschiedenen Arten oder
auch polyploide Pflanzen kinstlich erzeugt wer-
den, wie dies in der klassischen Pflanzenzich-
tung unmdglich ist.
Bei der Beurteilung des Experimentes und seiner
Anwendungsmdglichkeiten kann die Freude am
Machbaren, die die Schiler erlebten, den teil-
weise umstrittenen Ergebnissen dieser For-
schung gegenubergestellt werden.
Im Unterricht konnen verschiedene fachliche
Aspekte des Themas herausgearbeitet werden:
- Genetischer. Aspekt: Omnipotenz von Proto-
plasten (ist ein einzelner Protoplast ein Lebe-
wesen?); Erzeugen von erbgleichen Nach-
kommen durch ungeschlechtliche Vermeh-
rung (Klonen) in Protoplastenkulturen; in-vitro-
Selektion; Gegenuberstellen von somatischer
und monokionaler Variation; Artbastarde
— Zytologischer Aspekt: Aufbau der Zelle, Zelle
im Zellverband — Protoplast auBerhalb des
Zeliverbandes (Symplast — Protoplast); Funk-
tion und Eigenschaften des Plasmalemmas;
Verschmelzung von Membranen; Rolle der
Plasmodesmen
— Physiologischer Aspekt: Plasmolyse; enzyma-
tische Verdauung der Zellwand; Weiterkultur
der Protoplasten in Nahrlésung; Prinzip der
Regeneration (Protoplast, Zelle, Kallus, Pflan-
ze); Rolle der Phytohormone.

Zellen hoherer Pflanzen unterscheiden sich am
augenfalligsten durch ihre festen Zellwande von
tierischen Zellen und Einzellern. Der pflanzliche
Protoplast (Cytoplasma mit Zellkern und Orga-
nellen) ist in ein starres Gerist aus Zellulose und
Pektin eingeschlossen und dadurch fir Eingriffe
von auBen nur schwer zugénglich.

Dagegen stehen z.B. Bakterienzelien mit ihrer
unmittelbaren Umgebung nur Uber eine relativ
dinne Zellwand in Austausch. Aus diesem
Grund ist es verhalinisméBig einfach, sie gen-
technisch zu verandern. Bietet man ihnen im
Néhrmedium vorbereitete DNA-Abschnitte an,
wird diese DNA unter geeigneten Bedingungen
in das Genom der Bakterien integriert.

Ein Bodenbakterium, das Agrobacterium tume-
faciens, kann die Zellwandbarriere der Pflanzen

B

UB 151/14. Jahrg./Januar 1990

Uberwinden und fremde DNA-Abschnitte in die
Pflanzenzelien einschleusen. Diese ‘natlrliche
Gentechnik’ wird in der Pflanzenzucht bereits
angewendet, um die Eigenschaften der Nutz-
pflanzen zu verdndern. Agrobacterium befallt
nur zweikeimbléattrige Pflanzen, so daB sich keine
Einkeimbléattrigen, zu denen alle Getreidearten
gehdren, gentechnisch mit dieser Methode
behandeln lassen.

Wenn Pflanzenzellen aus inrem Zellwandgerst
herausgeldst werden, sind sie in der Lage, ahn-
lich wie Bakterienzellen freie DNA aufzunehmen.
Zur Isolierung der Protoplasten verwendet man
die zellwandauflésenden Enzyme Cellulase und
Pectinase, die von holzzersetzenden Pilzen (z.B.
Trichoderma und Aspergillus) stammen. Die
isolierten kugeligen Protoplasten sind nur noch
vom Plasmalemma umgeben. Ihre Weiterzucht
in Nahrlésung unter sterilen Bedingungen, die
Aufnahme von DNA und die Regeneration zu
ganzen Pflanzen erfordern groBes Geschick und
sind nur in darauf spezialisierten Labors maég-
lich. Bisher gelang es, aus isolierten Protopla-
sten von etwa 1,000 Arten ganze Pflanzen heran-
zuziehen; unter ihnen sind jedoch nur wenige
Nutzpflanzen. Besonders schwierig ist erfah-
rungsgemaB die Regeneration bei einkeimblat-
trigen Pflanzen.

Ein wichtiges Anwendungsgebiet der Protopla-
stenkulturen ist die in-vitro-Selektion resistenter
Zellen. Auf Nahrboden, die Toxine enthalten,
oder unter ungUnstigen Kulturbedingungen (z.B.
Kalte) Uberleben nur die widerstandsfahigsten
Zellindividuen; die dann weiter kultiviert werden
kénnen. Fir eine solche Auslese sind die winzi-
gen Protoplasten sehr geeignet: 1 Mio. von ihnen
fallen einen Teeloffel und wachsen in einigen
Petrischalen heran; 1 Mio. Pflanzen dagegen
brauchen flr eine entsprechende Selektion 1 ha
Ackerland.

Isolierte Protoplasten kénnen unter bestimmten
Bedingungen miteinander verschmelzen (fusio-
nieren). Zunachst lagern sie sich aneinander an,
dann verschmelzen di¢ Zellwande und schlie-
lich die Zellkerne (eine Kernverschmelzung auf
etwa 1000 Fusionen). Besonders interessant
sind Fusionen zwischen Protoplasten verschie-
dener Arten sowie die Regeneration der Fusions-
produkte zu ganzen Pflanzen. Es handelt sich
dabei um zwischenartliche Kreuzungen, soge-
nannte somatische Hybride, die auf nattrlichem
Wege nicht entstehen kénnen. Ein Beispiel daftr
ist die Tomoffel (1976 von Melchers erzeugt), ein
Artbastard zwischen Tomate und Kartoffel, der
jedoch weder Tomaten noch Kartoffeln tragt und
deshalb nur vonrein wissenschaftlichem Interes-
se ist.

GroBe praktische Bedeutung haben Protopla-
stenfusionen jedoch in der Resistenzztchtung
beiKartoffeln erlangt (vgl. Abb.inUB 138, S. 12).
Mit dieser Methode werden die unterschiedli-
chen Resistenzeigenschaften zweier diploider
Klone zu einer tetraploiden Hybride vereinigt,
ohne daB zeitaufwendige Kreuzungen notwen-
dig sind.

Vielfaltige Moéglichkeiten eréffnen dem Zlichter
die Isolierung und Regeneration von Protopla-
sten, eine der Grundvoraussetzungen fur die
gentechnische Veranderung von Nutzpflanzen.
Anstelle einer langwierigen Auslese auf be-
stimmte Merkmale sowie vieler Kreuzungen und
Ruckkreuzungen konnte das Gen fur die ge-

winschte Eigenschaft direkt in das Genom eines
Nutzpflanzen-Protoplasten eingesetzt werden.
Aus dem Protoplasten wachst die neue Pflanze
heran und vererbt die gew(inschte Eigenschaft
spéter an alle ihre Nachkommen. So lieBe sich
der Zuchtweg zu einer neuen Kartoffelsorte mit
monogener Resistenz von sieben Jahre auf ein
Jahr verkurzen, wenn man - statt des konventio-
nellen Einkreuzens der Resistenz — das fragliche
Gen mit gentechnischen Methoden einschleust.
Voraussetzung flr die gentechnische Verande-
rung von Nutzpflanzen sind: Die gewdnschte
Eigenschaft wird nur von einem Gen gesteuert,
das erkennbar und kionierbar ist; die genmani-
pulierten Protoplasten sind regenerierbar zu
ganzen Pflanzen, in denen das Gen auch zur
Expression kommt und weitervererbt wird. Diese
Voraussetzungen sind jedoch bei Nutzpflanzen
noch keineswegs alle erftlit:

1. Es sind bisher sehr wenige monogene Pflan-
zeneigenschaften bekannt. Eine vonihnenistdie
Herbizid-Resistenz, die umstrittenste und kolo-
gisch bedenklichste gentechnische Verande-
rung von Nutzpflanzen (vgl. Basisartikel).

2. Bisher lassen sich nur sehr wenige Nutzpflan-
zenarten aus Protoplasten regenerieren.

3. Unter Kulturbedingungen verhalten sich gen-
technisch veranderte Pflanzen haufig nicht stabil
und kénnen deshalb die neue Eigenschaft
schnell wieder verlieren.

Ziel des Experiments ist es, die Zellwande von
geeignetem Pflanzengewebe enzymatisch zu
verdauen, die freiwerdenden Protoplasten durch
Anreicherung im Wassertropfen zu gewinnen
und zur Fusion zu bringen. Dabei wird in folgen-
den Arbeitsschritten vorgegangen:

1. Plasmolyse

Pflanzliche Protoplasten liegen eng an den Zell-
wénden an und stehen mit den Protoplasten der
Nachbarzellen durch viele feinste plasmatische
Bricken, die Plasmodesmen, in Verbindung.
Dieser enge Kontakt muB bei der Isolierung un-
terbrochen werden; gleichzeitig mussen die
isolierten Protoplasten am Leben gehalten und
erndhrt werden. Deshalb wird das Gewebe in
eine Ldsung aus Enzymen, Salzen und Zucker
gebracht, deren osmotischer Wert Uber dem des
Zellinneren liegt (hypertonische Lésung). Auf
diese Weise wird den Protoplasten Wasser ent-
zogen, sie verkleinern sich und heben sich von
den Zellwanden ab, wahrend die Plasmodes-
men zerreifien (Plasmolyse). In diesem Zustand
sind Protoplasten mehrere Tage lebensfahig.

2. Verdauung der Zellwénde

Um die Zellwand wirksam aufzuldésen, wurden
zwei spezifische Enzyme ausgewdhlt, die der
Plasmolyse-Losung direkt zugesetzt werden.
Zellulase und Pektinase greifen die konstitutie-
renden Bestanditeile der Zeliwand, Zellulose und
Pektin, an und bauen sie ab. Die Geschwindig-
keit dieser Reaktion ist abhangig von der Tempe-
ratur, dem Enzym und der Gewebestruktur.
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Isolierung und Fusion pflanziicher Protoplasten

Herstellen der Lésungen
Zeitbedarf: insgesamt etwa 30 Min.

Gerite

— 1 Erlenmeyer-Kolben (500 ml),
— 2 Erlenmeyer-Kolben ( 50 mi),
- 1 Waage,

— Glasstébe

Verbrauchsmaterial
Die angegebenen Mengen reichen aus flr
etwa 20 Ansétze.
{1) Mannit-Salzlésung aus
740 mg CaCl,x 2 H, O,
14 mg KH, PO,,
50 mg KNO,,
123 mg MgSO, x 7H,0,
36,45 g D-Mannit,
500 mi H,O demin.

{2) Enzymidsung aus
2,5 g Cellulase (TC aus Trichoderma re-
sej; Serva Nr. 16421; 25 g = DM 33,—)",
0,5 g Pectinase (Boerozym M5 aus Rhizo-
pus oryzae; Serva Nr. 31661; 25 g =
DM 23,—)%;
50 ml H,O demin.
(* = Enzyme bei + 4 ° C lagern!)

Der Versuch

Zeitbedarf

Vorbereiten der Pflanzen und Versuchs-
ansatz: 15 Min.

Wartezeit (bei 20° C): 24 Std. bzw. im
Kihlschrank (4° C): 48 Std.
Beobachtung der isolierten Protopla-
sten und Fusionsexperiment: 30 Min.

Geriéte (flr eine Gruppe)

— 1 Mikroskop,

— 2 bis 4 Blockschalen mit Deckglas,
— 1 Glaspetrischale,

— 1 Pipette (5 ml),

— 2 Tropfpipetten,

— 1 feine Pinzette,

— 1 scharfes Skalpell oder Rasierklinge,
— 10 Objekitrager,

— 1 wasserfester Filzstift,

— kleine Klebestiketten.

Verbrauchsmaterial

— verschiedene Blatter und Bllten, z.B.
Zwiebelschuppen von normaler und
roter Zwiebel, Blatter von Tabak,
Buntblatt-Begonie, Petunie, Usamba-
ra-Veilchen, Primel, Rose u. a.

— 20 ml Lésung A zum Isolieren der
Protoplasten (= Gemisch aus Lésung
(1) und (2) 10 : 1),

— 1 ml Fusions-L&sung (3).

Durchfiihrung

Fir den Versuch werden am besten
zwei bis vier Blatter bzw. Blliten ausge-
sucht, die eine méglichst zarte Zellwand
besitzen. Sie sollten unterschiedlich
groBe und verschieden geférbte Proto-

(3) Fusionslésung aus
9 g Polyethylenglycol (PEG 6000, Serva
Nr. 33137),
31 mg CaCl,,
2 mg KH, PO,,
20 ml H,0O demin.

Durchfiihrung

» Herstellen der Mannit-Salziésung (1): Die
Substanzen werden in 500 mi demineralisier-
tem Wasser geldst; die Lésung wird bis zum
Gebrauch kiihigestelit.

» Herstellen der Enzymiésung (2): 2,5 g Cel-
lulase und 0,5 g Pectinase werden in 50 mi
demineralisiertem Waser gelést. Die Lésung
muB am Tag des Gebrauchs frisch angesetzt
werden.

» Am Versuchstag werden die Losungen 1
und 2 vermischt, und zwar im Verhéltnis 10
Teile Mannitidsung zu 1 Teil Enzymiésung
(ergibt Lésung A).

« Herstellen der Fusionslésung (3): Die Sub-
stanzen werden in 20 ml demineralisiertem
Wasser gel6st; das PEG st sich nur lang-
sam auf; die Lésung ist sehr dickiliissig. Kiihi
aufbewahren!

Blatt Zwiebel
dlinne
Gewe?e—
streifen
/ )

Nahr-
und
Enzym-
l6sung
einzelne

Protoplasten
im Tropfen

Zugabe des
Fusions-
mittels PEG

®. Verschmelzungstadien

.@ zwischen Blatt- und

Zwiebel-Protoplasten
(mikroskopisches
Bild)
plasten aufweisen, da bei ihnen die Ver-
schmelzung zwischen den einzelnen
Protoplastensorten besonders gutzu er-
kennen ist. Relativ groBe Protoplasten
findet man in Zwiebelepidermiszellen,
Petunien, Tulpen und Tabakblattern,
kleinere in Blattern und Bliten von
Usambara-Veilchen und Primeln oder in
Begonienblattern.
Die Protoplastemsollerung solite auch
bei anderem Pflanzenmaterial versucht
werden.

1 Isolieren der Protoplasten und Be-
obachten der Plasmolyse (1. Tag)

1.1 Fir jede Pflanzenart wird ein be-
schriftetes Blockschéalchen bereitge-
stellt und mit ca. 5 ml Lésung A gefllt.

1.2 Die Blatter oder Bliiten werden mit
dem Skalpell auf der Glas-Petrischale in
mdglichst feine Streifen geschnitten,
ohne sie zu zerquetschen; 10 oder mehr
Streifen werden mit der Pinzette in das
entsprechende Blockschéichen gelegt.
1.3 Nachwenigen Minuten kann man die
Plasmolyse beobachten. Dazu wird mit
der Tropfpipette ein Tropfen der Lésung
aus dem Blockschalchen auf einen Ob-
jekttrager aufgetragen. Dann wird ein
Pflanzenstreifen mit der Pinzette in den
Tropfen gelegt und bei geringer Vergré-
Berung mikroskopiert.

1.4 Die zugedeckten Schalen werden
zum Abbau der Zellwande 24 Std. bei
Zimmertemperatur bzw. 48 Std. im
Kihlschrank stehen gelassen.

2 Mikroskopieren der Protoplasten
(2. Tag)

2.1 Auf einen Objekttrager wird mit der
Tropfpipette 1 Tropfen der Lésung aus
einem Blockschélchen aufgetragen. Mit
der Pinzette nimmt man einen der Pflan-
zenstreifen und schittelt ihn in dem
Tropfen aus, indem man ihn nach dem
Eintauchen darin hin und her bewegt.
Der Streifen wird weggelegt. Meist ist
schon mit bloBem Auge eine leichte
Tribung im Tropfen erkennbar, die von
den herausgefalienen Protoplasten
stammt.

2.2 Die Protoplasten werden ohne Deck-
glas mikroskopiert, weil sie so zart sind,
daB ein Deckglas sie zerquetschen
wirde. Damit die Linse des Objektivs
nicht naB wird, verwendet man maximal
10er-Objektive. Die GréBe der Protopla-
sten kann mit dem Okularmikroskop
bestimmt werden. AnschlieBend wer-
den sie abgezeichnet. Nacheinander
werden so die verschiedenen Pflanzen-
streifen behandelt. Geeignetes Material
wird fur das folgende Fusionsexperi-
ment ausgesucht. Dabei ist es wichtig,
zwei Pflanzenarten zu firiden, die geni-
gend freie Protoplasten abgeben, die
sich voneinander unterscheiden lassen.

3 Fusionsexperiment (anschlieBend)
3.1 Auf einen Objekitrager werden zwei
Tropfen Lésung aus einer der Schalen
nebeneinander aufgetragen. In diesen
Tropfen werden mehrere Streifen der
ausgewdhiten Pflanzen ausgeschiittelt.
3.2 Mit der zweiten Tropfpipette wird ein
Tropfen PEG-Ldsung zwischen die
Tropfen mit den Protoplasten auf den
Objekttrager aufgebracht, so daB die
drei Tropfen ineinanderflieBen. Im Mi-
kroskop kann man beobachten, wie die
Protoplasten mit dem Fllissigkeitsstrom
in den Mischungsbereich transportiert
werden. Dort treffen sie aufeinander,
lagern sich aneinander an und ver-
schmelzen schiieBlich. Die verschiede-
nen Fusionsstadien werden gezeichnet.
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3. Anreicherung im Wassertropfen

Die ublichen Labormethoden der Isolierung und
Anreicherung von Protoplasten aus dem Enzym-
gemisch sind sehr arbeitsaufwendig, da das
Material mehrmals zentrifugiert und gespult
werden muB. Erst die Entdeckung, daB man
Protoplasten in einem Wassertropfen auf dem
Objekttrager durch einfaches Ausschitteln des
«angedauten» Gewebes in hoher Konzentration
anreichern kann, machte einen Schulversuch
moglich. Die kugeligen isolierten Protoplasten
sind etwa 0,01 bis 0,03 mm groB. Unter speziel-
len Laborbedingungen Uberleben sie die Proze-
dur recht gut und bilden schon nach einem Tag
in Nahrlésung eine neue Zellwand aus. Sie teilen
sich dann und wachsen innerhalb kurzer Zeit zu
undifferenzierten Gewebeklimpchen (Kallus)
heran, aus denen sich unter dem EinfluB von
Phytohormonen, die zugegeben werden, ganze
Pflanzen entwickeln k&nnen. Im Schulversuch
gelingt eine Weiterkultur der isolierten Protopla-
sten jedoch nicht, weil sie unter sterilen Bedin-
gungen nur einige Tage Uberleben.

4. Fusion

In einer Suspension aus frisch isolierten Proto-
plasten finden von selbst keine spontanen Ver-
schmelzungen statt, da die Plasmamembranen
an ihren AuBenseiten negativ geladen sind und
sich -daher abstoBen. Die elektrischen Eigen-
schaften der Membranen veréndern sich durch
die Zugabe positiv geladener Ca**-lonen oder
des Poly-Kations Polyethylenglycol (PEG).
Bringt man einen PEG-Tropfen zwischen zwei
Suspensionstropfen mit Protoplasten ein, flieBen
die 3 Tropfen ineinander. Schon nach wenigen
Minuten kann man beobachten, wie sich zwei
oder mehr Protoplasten aneinanderlegen und
schlieBlich eine gemeinsame Protoplastenkugel

bilden. Auf die Adhasion folgt nach einiger Zeit
eine Membranverschmeilzung.

Beim ZusammenilieBen verschiedenartiger un-
terschiedlich geféarbter Protoplasten, z. B. Zwie-
belprotoplasten oder Protopiasten aus Laubblat-
tern mit grinen Chloroplasten oder solchen aus
Blutenblattern mit kraftig gefarbtem Zellsaft,
ergeben sich ganz unterschiedliche und hiibsch
anzuschauende Verschmelzungen.

Anmerkungen zur Erprobung in
einem Leistungskurs Genetik

Das Experiment und der Unterricht Uber Isolie-
rung und Fusion pflanzlicher Protoplasten stan-
den als praktischer Teil innerhaib einer Reihe von
Referaten zur industriellen Mikrobiologie. Die
Schulerinnen und Schdler suchten die Versuchs-
pflanzen selber aus und stellten Hypothesen
Uber Aussehen und GroBe der Protoplasten auf.
Dadurch wurden sie stark motiviert, weiterzuar-
beiten.

Die Phase des Mikroskopierens wurde ausfuhr-
lich und sorgfaltig durchgefthrt, da diese Lern-
gruppe wenig Erfahrung im Beurteilen des mi-
kroskopischen Bildes hatte. Es fiel den Schilern
z. B. schwer, zwischen den vielen Einzelproto-
plasten die fusionierten herauszufinden. Auch
die zeichnerische Umsetzung machte einigen
Schulern Schwierigkeiten.

Die Erwartungen der Schuler an das Experiment
waren héher als das beobachtbare Ergebnis. Sie
waren enttauscht, daB sie ihre Fusionsprodukte
nicht weiterziichten konnte, und akzeptierten nur
ungern die Grenzen dieses Schulversuchs. In
der Nachbesprechung 8ste die Frage, ob ein
Protoplast ein Lebewesen sei, eine spannende
Diskussion aus.
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Aus dem Geleitwort von E. Curio, Bochum:

"Es gibt heute eine Flut von Lehrbiichern iiber Ethologie. Wozu also ein neues? Jedes der
erfolgreicheren hat Schwerpunkte gesetzt, und so besticht keines durch die bewundernswerte
Ausgewogenheit des vorliegenden Buches. Es entfaltet den gewaltig angewachsenen Stoff
der Verhaltensbiologie ausgewogen, vielseitig und auf dem neuesten Stand.”

Gerade auch Forschungsansitze aus dem englischen Sprachraum, die in entsprechenden deutschen Lehrbiichern meist weniger
detailliert behandelt werden, sind hier sehr griindlich dargestellt. Das Buch ist aber nicht einfach eine bloBe Ubersetzung der
Originalversion. Vielmehr hat der Autor fehlerhafte oder veraltete Passagen gestrichen und durch neue, aktuellere Ergebnisse
deutscher Ethologen ersetzt. Gerade wegen des hier behandelten breiten Querschnitts der Ethologie hat der Autor besonderen
Wert auf einen didaktischen Aufbau des Buches gelegt, der auch dem nicht fachlich vorgebildeten Leser eine Orientierung
ermdglicht und den Einstieg erleichtert. Jedes dargestellte Gebiet wird fiir sich eingefiihrt, und die Kernpunkte eines Kapitels
werden jeweils anschlieBend in kurzen Merksitzen zusammengefaBt.
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