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Summary

THALER 1. & GaILHOFER M. 1988. Two different nuclear inclusions in gland hairs
of Scutellaria altissima L. — Phyton (Austria) 28 (2): 249-259, with 7 figures. — German
with English summary.

Two kinds of nuclear inclusions have been found in gland hairs of Scutellaria
altissima: lamellae (breath 12 nm) and tubules (@ 45 nm). Tubules of the same kind
occur in the cytoplasm. They consist of globular particles and contain an electron
dense filament in the channel. Successful digestion of tubules with pepsin indicates
their proteinaceous nature.

Zusammenfassung

THALER 1. & GAILHOFER M. 1988. Zwei verschiedene Zellkerneinschliisse in den
Driisenhaaren von Scutellaria altissima L. — Phyton (Austria) 28 (2): 249-259, mit 7
Abbildungen. — Deutsch mit englischer Zusammenfassung.

In den Driisenhaaren von Scutellaria altissima wurden zweierlei Kernein-
schliisse gefunden: Lamellen mit einer Breite von 12 nm und Tubuli mit einem
Durchmesser von 45 nm. Gleichartige Tubuli kommen auch im Cytoplasma vor. Sie
bestehen aus globulédren Untereinheiten und enthalten im Kanal ein elektronendich-
tes Filament. Die Tubuli werden mit Pepsin abgebaut und bestehen daher aus Eiweil3.

*) Prof. Dr. I. THALER, Doz. Dr. M. GAILHOFER, Institut fiir Pflanzenphysiologie
der Karl-Franzens-Universitidt Graz, Schubertstraie 51, A-8010 Graz (Austria)
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1. Einleitung

Die Familien der Tubiflorae bilden in den Zellkernen bestimmter
Gewebe amorphe oder kristalline Einschliisse aus (Zusammenfassungen bei
THALER 1966, SPETA 1972, 1979). Die Kristalle kénnen aus Lamellen, Tubuli
und Filamenten aufgebaut sein (WERGIN & al. 1970). In besonders
stoffwechselaktiven Zellen, wie in Driisenhaaren und Nektarien einiger
Scrophulariaceae und Lamiaceae, bestehen die Einschliisse aus Stapeln von
Lamellen; so z. B. die Einschliisse in den Driisenhaaren von Pinguicula
bakeriana, Lathraea squamaria, Salvia glutinosa, der einzellreihigen Haare
von Melampyrum nemorosum und der Nektarien von Catalpa bungei
(ScHNEPF 1960, 1964, 1971, AMELUNXEN & GIELE 1968, HEINRICH 1972).
Auch die Zellkerneinschliisse der Driisenhaare von Eremophila fraseri
(Myoporaceae) sind nach der Abbildung zu schliefen ebenfalls aus Lamel-
len aufgebaut (DELL & McComs 1977). Die Dicke der Lamellen ist bei den
einzelnen Arten unterschiedlich, sie wird mit 5,5 bis 12,5 nm angegeben.
Scutellaria altissima zeigt in bestimmten Geweben des Blattes auffallend
dilatiertes, mit filamentartigen Strukturen erfiilltes ER, Einschliisse im
Cytoplasma und auch in Zellkernen (THALER & GAILHOFER 1985).

In der vorliegenden Arbeit werden Lamellen und Tubuli beschrieben,
die gemeinsam in den Zellkernen kurzgestielter und langgestielter Driisen-
haare von Scutellaria altissima vorkommen. Ein histochemischer Abbau
wird mit Pepsin versucht. Eine weitere Arbeit berichtet {iber die Feinstruk-
tur dieser Driisenhaare.

2. Material und Methode

Scutellaria altissima L. (Lamiaceae) vom Leechwald und SchloBberg
(Graz) und vom Botanischen Garten Wien wurde untersucht. Handschnitte
der Blatter, des Sprosses und des Kelches wurden mit 3%igem Glutardialde-
hyd in 0,06 M Phosphatpuffer (pH 7,1) und anschlieBend mit 1%igem OsO4
in Veronalacetatpuffer (pH 7,1) fixiert. Die Schnitte wurden in Athanol
entwissert und in Polarbed oder im Medium nach Spurr eingebettet. Die
Ultradiinnschnitte wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert und
im Siemens Elmiskop I A oder im Philips CM 10 untersucht. Cytochemi-
scher Eiweinachweis (vgl. MONNERON & BERNHARD 1966, GIESE 1971).
Schnittbidnder wurden mittels Kunststoffschlingen 30 Minuten bei 37° C auf
10%igem H,0, flottiert und nach griindlichem Waschen mit Aqua dest.

Abb. 1-7. Scutellaria altissima, sekretfithrende Zellen der kurzgestielten Driisen-
haare. MaBstrecken = 0,5 um.
Abb. 1-5, 7. Ausschnitte aus Zellkernen.
Abb. 1. Nucleolus, schrig- und quergetroffene Lamellen und Tubuli, schraubige
Strukturen (Pfeil).
Abb. 2. Schleifenartige Lamellen umgeben wenige Tubuli.
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weiterbehandelt mit 0,5%igem Pepsin (Boehringer, Mannheim), geldst in
0,1 M Cysteinchlorid, End-pH 2,2. Die Inkubationszeit betrug 2 bis 4 Stun-
den bei 37° C. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Enzym. Kontrastiert
wurde mit Uranylacetat und Bleicitrat.

3. Ergebnisse

Die Epidermis der Blitter und des Kelches von Sc. altissima besitzen
kurz- und langgestielte Driisenhaare, Driisenschuppen und Gliederhaare.
Alle Abbildungen in dieser Arbeit stammen von kurzgestielten Driisenhaa-
ren. Sie bestehen aus einer in der Epidermis liegenden Full-, einer Stielzelle
und ein bis vier sekretfithrenden Koépfchenzellen. Die Driisenschuppen
besitzen acht bis sechzehn Képfchenzellen und sind auch in der Ultrastruk-
tur leicht von den Driisenhaaren zu unterscheiden. Im Ultradiinnschnitt
sind die meist runden Zellkerne vom rauhen ER umgeben, das oft mit der
Kernhiille verbunden ist. Der perinucleare Raum kann an einer oder an zwei
Stellen aufgetrieben sein und enthélt eine granuldre Substanz. Das meiste
Chromatin liegt der Kernhiille an. Schnitte durch den Kern sind bis zu 60%
von Lamellen und Tubuli erfiillt. Beide Einschliisse verdndern nicht die
Gestalt des Zellkernes und liegen nie an der Kernmembran. Auch der
Zellkern der Stielzelle verfiigt {iber die gleichen Einschliisse, in dem der
Basalzelle fehlen sie. Die Sekretzellen der langgestielten Driisenhaare zei-
gen ebenfalls Lamellen und Tubuli. In denen der Driisenschuppen wurden
nur Tubuli, in den Papillen nur schleifenartige Lamellen beobachtet.

Alle bisher untersuchten Driisenhaare von Pflanzen verschiedener
Fundorte von Graz und dem Botanischen Garten Wien zeigten diese Ein-
schliisse, gleichgtiltig, ob die Driisenhaare vom Blatt, Sprof3 oder Kelch
stammten. Junge Driisenhaare, deren Kopfchen noch einzellig ist, besitzen
noch keine Einschliisse. Diese wurden erst nach den Teilungen beobachtet.
Vor und wéhrend der Sekretion findet man mehr oder weniger parallellie-
gende Lamellen und mehrere Tubulibiindel, die in ein und demselben
Schnitt ldngs-, schriag- oder quergetroffen vorliegen. Daneben sind auch
schraubige Strukturen sichtbar (Abb. 1). Meist sind beide Einschliisse
voneinander getrennt. Lamellen sind entweder am Rande der Tubulibiindel
zu beobachten oder sie umgeben schleifenartig ein transparentes Areal, in
dem einige Tubuli liegen (Abb. 2). Ein direkter Kontakt zwischen Tubulus-
wand und Lamelle wurde nur duflerst selten gesehen. Nach der Sekretion
sind meist nur mehr Tubuli vorhanden. Der Nucleolus ist in allen Entwick-

Abb. 3. Lamellen im Querschnitt, dazwischen einzelne quergetroffene Tubuli.
Abb. 4. Tubuli zeigen im Schrég- und Léngsschnitt eine gekreuzte Struktur; Tubu-
luswand ist aus Punktreihen aufgebaut. Zwischen Langs- und Querschnitten liegt
eine geknickte Lamelle. Ein quergetroffener Tubulus (Pfeil) wurde dem Markham-

Test unterworfen. Abb. 4a—d. a:n=0,b: n =14, ¢: n = 15, d: n = 16.
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lungsstadien der Driisenhaare zu beobachten und erscheint in seiner Gréfie
nicht wesentlich verindert. Lamellen und Tubuli kénnen unmittelbar am
Nucleolus liegen (Abb. 1). Manchmal ist auch ein Abstand zwischen Ein-
schluB und Nucleolus zu sehen. Sind viele Lamellen in einem Zellkern
vorhanden, so liegen sie in verschieden groffen Absténden (16—64 nm) paral-
lel zueinander. In diesem Stadium sind nur wenige Tubuli in einem auffal-
lend elektronenhellen Bereich ausgebildet (Abb. 3). Die Dicke einer Lamelle
betrdgt ca. 12 nm, ihre Linge ist unterschiedlich und kann bis zu 1 um
betragen. Der Fldchenschnitt der Lamelle zeigt keine scharfe Begrenzung
und ebenso wie der Querschnitt keine Substruktur. Die Tubulibiindel, die in
grofer Zahl in einem spiteren Entwicklungsstadium auftreten, bestehen
aus einigen bis zu 100 Tubuli. Eine Uberkreuzung dieser Biindel ist oft zu
beobachten. Die einzelnen Tubuli sind meist leicht gebogen und kénnen
auch eine Linge bis ca. 1 pm besitzen. Im Léngenschnitt des Tubulus ist eine
deutliche gekreuzte Struktur zu sehen und die Kanten bestehen aus Gra-
nula (Abb. 4). Der Durchmesser der Tubuli, gemessen am Querschnitt,
betrigt ca. 45 nm, ihr Abstand voneinander 16—22 nm. Im Kanal des Tubu-
lus ist meist ein locker geschraubtes Filament sichtbar (Abb. 5); dieses ist im
Querschnitt als kontrastreicher Punkt im Inneren des Kanals sichtbar. Auch
die von der Kreisform abweichenden Tubulus-Querschnitte (42 X 72 nm)
zeigen nur ein Filament. VerhdltnisméBig selten treten offene Tubuli auf; es
konnen auch zwei Filamente von einer nicht geschlossenen, etwas einge-
stiilpten Tubuluswand umgeben sein. Die Dicke der Tubuluswand betragt
ca. 12 nm und entspricht der Dicke der Lamellen. Die Tubuluswand ist aus
mehreren Untereinheiten aufgebaut. Die Untersuchung mit der Rotations-
methode nach MARKHAM & al. 1963 146t 15 Untereinheiten erkennen (Abb.
4a—d).

Im Cytoplasma der sekretfithrenden Zellen wurden meist nur ein oder
zwei Bilindel von Tubuli gefunden. Sie liegen auch hier im elektronentrans-
parenten Areal und unterscheiden sich in Form und Gréf3e nicht von denen
im Zellkern (Abb. 6). Sie liegen alternierend in mehr oder weniger gewellten
Reihen. Am Rande der Biindel sind Ribosomen und oft etwas dilatiertes ER
sichtbar.

Ein Abbau der Tubuli im Zellkern mit Pepsin ist gelungen (Abb. 7).

Abb. 5. Im Schrigschnitt deutliche fadenartige Struktur im Inneren der Tubuli
sichtbar (Pfeile).
Abb. 6. Quergetroffene Tubuli im Cytoplasma, im Inneren der meisten Tubuli ein
Punkt sichtbar.
Abb. 7. Ultradiinnschnitte mit Pepsin/Cysteinchlorid 160 Min. behandelt. Tubulére
Strukturen sind zum groften Teil aufgelost.
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4. Diskussion

Innerhalb eines Zellkernes kénnen verschieden gestaltete Einschliisse
gleichzeitig auftreten, wie dies z. B. bei den Scrophulariaceen der Fall ist.
Form und Zahl der Einschliisse wurden bei dieser Familie auch taxono-
misch verwertet (SPETA & GREILHUBER 1970, SPETA 1979). So zeigen die
Zellkerne der Blattepidermis von Penstemon barbatus einen amorphen
kugeligen Korper und einen Lamellen-Stapel (CARNIEL 1970). Die Ein-
schliisse in den Zellkernen der Driisenhaare von Sec. altissima bestehen aus
Lamellen und Tubuli. In den Driisenschuppen wurden nur Tubuli beobach-
tet. Bisher sind in den Haaren zweier Lamiaceen, Coleus blumei und Salvia
glutinosa, nur Lamellen beschrieben worden (WERGIN & al. 1970, SCHNEPF
1971). Von einem direkten Kontakt zwischen Kerneinschlufl und Nukleolus
wird oft berichtet und manchmal auch von deren umgekehrter GroBenbe-
ziehung (SCHNEPF 1960, WERGIN & al. 1970, WEINTRAUB & al. 1971, HESSE
1974). Bei Sc. altissima konnen beide Einschliisse dem Nukleolus anliegen.
Eine starke Abnahme des Nukleolus wihrend der Entwicklung der Kern-
einschliisse wird bei den Kernen der Haare von Eremophila fraseri und
Pharbitis nil beobachtet (DELL & McComB 1977, UNZELMAN & HEALEY
1972). In den Driisenhaaren von Se. altissima konnte dies nicht festgestellt
werden. Nucleolus und Kerneinschliisse sind noch nach der Sekretion
erhalten. In den Haaren von Eremophila verschwindet zuerst der Nucleolus
und in alternden Haaren findet man auch keine Einschliisse. Die Kernein-
schliisse der Mesophyllzellen von Sc. altissima sind sehr schmal und lang
(80-170 nm X 2,5 um) und sind ca. aus 10 Lamellen aufgebaut (THALER &
GAILHOFER 1985). Diese Lamellen sind wie die von Salvia glutinosa und die
der noch nicht sezernierenden Nektarien von Catalpa bungei aus globulédren
Untereinheiten aufgebaut (SCHNEPF 1971, HEINRICH 1972). Die Lamellen in
den Zellkernen der Driisenhaare von Se. altissima besitzen weder im Quer-
noch im Flichenschnitt eine deutliche Substruktur; sie stimmen damit mit
den Lamellen der Kelchhaare von Melampyrum nemorosum iiberein (AME-
LUNXEN & GIELE 1968). Lamellare Kerneinschliisse (5,5 nm) kommen auch
in den harzausscheidenden Driisenhaaren von Eremophila fraseri (Myopo-
raceae) vor (DELL & McCoMB 1977). Sie treten wie bei Se. altissima nicht
nur in den sezernierenden Zellen, sondern auch im Zellkern der Stielzelle
auf.

In den Sekretzellen der Driisenhaare von Salvia glutinosa kommen die
Lamellen aufler im Kern noch im Cytoplasma vor, hier allerdings selten
(ScHNEPF 1971). In den Driisenhaaren von Sec. altissima wurden die Lamel-
len nie im Cytoplasma beobachtet, wohl aber Tubuli, von gleicher Gestalt
wie im Kern.

Hochorganisierte, aus Tubuli (20 nm) bestehende Kristalle kommen in
den Epidermen der Fruchtknoten von Linaria alpina und L. vulgaris vor
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(DUDEK & HESSE 1980). Sie haben keine strukturelle Ahnlichkeit mit denen
von Sc. altissima.

Tubulédre Strukturen kénnen auch durch den Einflufl von Viren hervor-
gerufen werden. Es seien hier nur diejenigen genannt, die eine auffallende
Ahnlichkeit mit denen von Sc. altissima aufweisen. In den Zellkernen der
Phloemzellen eines mosaikkranken Blattes von Abutilon sellowianum kom-
men Zylinder (@ 80-100 nm) vor, deren Hauptcharakteristikum helikal
angeordnete #dulere Partikel von 16—18 nm Durchmesser sind (JESKE & al.
1977). Diese wurden isoliert und als Abutilon-Mosaik-Virus beschrieben
(JESKE & WERZ 1980). Die Tubulibiindel, die durch das Olive-latent-Virus 1
in Nicotiana benthamiana und Chenopodium guinoa hervorgerufen werden,
kommen h&ufiger im Cytoplasma als im Zellkern vor (CASTELLANO & al.
1987). Sie sind leicht gekriimmt, haben einen Durchmesser von 40 nm und
zeigen eine gekreuzte Struktur, GréBe und Struktur entsprechen den Tubuli
von Sec. altissima. Die durch das Petunia-ringspot-Virus in Vicia faba
hervorgerufenen Tubuli im Cytoplasma sind 60 nm breit und bestehen aus
10 schraubig angeordneten Untereinheiten; es wird angenommen, dafi diese
die aktuellen Viruspartikel sind (RuBlo-HUERTOS 1968).

Auch in proteinreichen Zellen wurden 6fter tubulédre Einschliisse im
Zellkern und im Cytoplasma angegeben. So z. B. in den Siebelementen
verschiedener Pflanzen. Hier handelt es sich entweder um tubuldres P-
Protein oder um anders gestaltete Tubuli (Zusammenfassung bei EsAU &
THORSCH 1982).

Aggregate von Tubuli kommen im Zellkern und im Cytoplasma der
Beltschen Korper des Blattes von-Acacia cornigera vor (RICKSON 1968). Ein
ungewohnliches System von Tubuli enthalten die eiweilireichen Driisen-
haare von Phaseolus vulgaris (STEER & NEwCOMB 1969). In jungen Entwick-
lungsstadien werden schmale Tubuli (@ 29 nm) aus dem ER gebildet, spéter
treten an ihre Stelle breite Tubuli (@ 56—66 nm), die nicht mit dem ER in
Verbindung stehen. Abgesehen von ihrer GroBe zeigen sie wie die von Sc.
altissima einen gleichen Aufbau und auch den elektronendichten Faden im
Inneren des Tubulus. Eine Verdauung mit Pepsin ist bei ihnen nicht gelun-
gen, wihrend sich die Tubuli von Sec. altissima in Pepsin abbauen lassen.
Uber das Verhalten der Lamellen gegeniiber Pepsin kann nichts ausgesagt
werden, weil sie in den Kernen der fiir die Abbauversuche verwendeten
Haare nicht vorhanden waren. Bisher wurde nur fiir wenige Kernein-
schliisse nachgewiesen, dall sie aus Protein bestehen. Die intranuclearen
Kristalle von Dianthus barbatus (WEINTRAUE & al. 1971) und die dichten
Kernkristalle in den Siebréhren von Echium und Amsinckia (THORSCH &
Esau 1983). Das aggregierte und verstreute P-Protein wurde dagegen von
den Enzymen nicht angegriffen. Die Autoren nehmen an, dafi die Kompakt-
heit der EiweiBeinschliisse beim Abbau durch die Enzyme eine gewisse
Rolle spielen.
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Die Bedeutung der Einschliisse in den Driisenhaaren von Se. altissima
ist unbekannt. UNZELMAN & HEALEY 1972 nehmen an, daf} die intranuklea-
ren polyedrischen Kristalle von Pharbitis nil Ansammlungen von Sekret-
protein sein kénnten. DELL & McCoMB 1977 halten es nicht fiir wahrschein-
lich, daB die Lamellen von Eremophila fraseri mit der Terpenausscheidung
in Zusammenhang gebracht werden koénnen. Ob Lamellen und Tubuli von
Se. altissima mit der Ausscheidung zusammenhéngen oder nicht, 148t sich
noch nicht entscheiden. Die Pflanze neigt dazu, in verschiedenen Geweben
EiweiBeinschliisse im Zellkern und Cytoplasma auszubilden, in den Drii-
senhaaren sind sie anders gestaltet. Nachdem alle bisher untersuchten
Driisenhaare von verschiedenen Fundorten Lamellen und Tubuli ausbilden,
wird nicht angenommen, dafl sie virusbedingt sind.

Herrn Ing. G. GRAGGARER danken wir fiir technische Assistenz.
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