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Eiweillkristalle in den Plastiden der Keimpflanzen
einiger Palmen
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Manfred GaLaorer & Irmtraud THALER *)

Aus dem Institut fiir Anatomie und Physiologie der Pflanzen der Universitit Graz

Mit 11 Abbildungen

Plastiden, die amorphes oder kristallines Eiweif} ausbilden, sind in einigen
Familien, wie Ranunculaceen, Boraginaceen und Orchideen, weit verbreitet,
im iibrigen kommen sie nur in einzelnen Arten vor (vgl. THALER 1966). Ihre
Feinstruktur wurde in letzter Zeit mehrfach untersucht. Gitterartig ange-
ordnete globulire Partikeln bilden den Eiweiflkristall im Stroma der Leuko-
plasten von Phajus wallichii und der Chloroplasten von Phajus grandifolins
(BuvaTt 1959, AMELUNXEN, THALER & GieLE 1969. Ahnliche Einschliisse, die
allerdings von einer Membran umgeben sind, beschreibt Burcrss 1970 fiir die
Leukoplasten des Wurzelmeristems von Coldhicum auntumnale. Kristalle ande-
ren Aufbaues wurden in Plastiden des gefifibiindelnahen Parenchyms von
Musa beobachtet (BEHNKE 1969 a). In den Chloroplasten gesunder und an
Vergilbung leidender Blitter von Cocos nucifera kommt ebenfalls kristallines
Eiweil vor (Price, MARTINEZ & WARMKE 1966).

In dieser Arbeit werden in den Plastiden von sieben Palmen Eiweifs-
kristalle beschrieben und mit denen anderer Pflanzen verglichen.

Dem Osterreichischen Fonds zur Forderung der wissenschaftlichen For-
schung set fiir die finanzielle Unterstiitzung der Arbeit bestens gedankt.

Material und Methode

Es wurden Wurzelspitzen von Primir- und Adventivwurzeln, der
untere scheidenartige Teil des Keimblattes, das Niederblatt und das primire
Laubblatt folgender Palmen untersucht.

*) Univ.-Ass. Dr. M. GaiLnorer, Univ.-Prof. Dr. 1. THALER, Schubertstrafle 51
A-8010 Graz.
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Coryphoideae Phaenicoideae
Chamaerops bumilis L. Phoenix dactylifera 1.
Livistona australis MART. Phoenix canariensis Horr.
Livistona chinensis R. Br. Phoenix roebelenii O’Brien.

Washingtonia robusta WENDL.

Schnitte der genannten Organe wurden 2 Stunden in 5%igem Glutar-
aldehyd fixiert (SasaTint & al. 1963), in 0,06 M Phosphatpuffer (py 7,2)
ausgewaschen, 2 Stunden mit 19/sigem Osmiumtetroxid (PALADE 1952) nach-
fixiert, in Leitungswasser ausgewaschen und iiber die Alkoholreihe und
Propylenoxid in Epon eingebettet (Lurr 1961). Die Ultradiinnschnitte wur-
den mit 2%igem Uranylacetat (WriscHER 1967) und Bleicitrat (REyNOLDS
1963) oder Bleicitrat allein kontrastiert und im Siemens Elmiskop I A unter-
sucht. Weiters wurden Ultradiinnschnitte nach Oxydation in 10%jigem
H,0, (20 min.) mit 0,5%iger Pepsinlésung (cryst. FLuka) in 0,1 N Salzsiure
2 bis 6 Stunden bei 37 © C behandelt (PErrIN 1972).

Ergebnisse

Die Plastidenentwicklung wurde in Wurzelspitzen zwei bis sechs
Tage alter Keimpflanzen der sieben genannten Palmen untersucht. Es konnen
drei verschiedene Plastidenformen unterschieden werden. Amdboide Plastiden
im Meristem, Uberginge zu kompakten Leukoplasten auflerhalb des Meri-
stems und Amyloplasten in der deutlich abgegrenzten Kolumella und in der
Wurzelhaube. Das Stroma der Proplastiden und der Leukoplasten ist meist
dicht; immer sind einige Vesikel, manchesmal ist ein primitiver Tubular-
komplex vorhanden (Abb. 2, 4, 5). Alle Plastiden enthalten im Stroma Stirke
und ein bis zwei Knistalleinschliisse, die von einer enganliegenden Membran
umgeben sind. In Abb. 1 u. 2 erscheint sie stellenweise aufgerissen. Die
Membran entsteht direkt durch Einstiilpen der inneren Plastidenmembran;
vermutlich kann sie auch aus Verschmelzen der Vesikelmembranen hervor-
gehen. Jedenfalls ist eine Verbindung zwischen primitiven Prolamellar-
kérper bzw. Tubuli und kristallumhiillender Membran oft vorhanden (Abb. 2).
Merkwiirdige Formen besitzen die Proplastiden, die manchmal langgezogen,
dann wieder breit mit schmalen Fortsitzen erscheinen. In diesem jungen
Stadium sind bereits ausgebildete Kristalle vorhanden, um die sich ring-
formig Stirkekdrner anordnen (Abb. 2, 4); der Bereich innerhalb der
Membran ist manchmal von einer fibrillir-granuliren Substanz erfiillt, in der
ein kleiner Kristall mit mehr oder weniger unregelmifiigen Umrissen liegt.
Auffallend ist, daff die Vakuolen die gleiche fibrillir-granulire Struk-
tur zeigen (Abb. 2). Die Proplastiden umschliefen oft kleinere oder
groflere Plasmabezirke mit zahlreichen Ribosomen (Abb. 4), gelegentlich auch
ER und Mitochondrien. Diese Einschliisse sind meist nicht véllig von der
Plastidenhiille umgeben (Abb. 4). In den Plastiden kommen noch Plasto-
globuli und vereinzelt auch Phytoferritin vor.
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Abb. 1. Phoenix dactylifera Wurzelmeristem: Leukoplast mit zwei Eiweiflkristallen
und Stirke, 33600 X; — Abb. 2. P. dactylifera Wurzelmeristem: Proplastide mit

zwei Eiweifikristallen, Stirke und Tubuli, 30000 X.
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Abb. 5. Washingtonia robusta Meristem einer Adventivwurzel: Leukoplast mit
EiweifRkristall und Tubularkomplex, 72000 X; — Abb. 6. W. robusta Meristem einer
Adventivwurzel: Mikrotubuli, 51200 >,
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Abb. 7. Phoenix dactylifera Kolumella: Eiweifkristall umgeben von Stirke im

Zentrum eines Amyloplasten, 40500 X ; — Abb. 8. Chamaerops humilis Kolumella:
Eiweiflkristall in einem Amyloplasten, 92000 .
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o N » 3 ot M U L
Abb. 9. Phoenix roebelenii primires Laubblatt: Chloroplast mit Eiweiflkristall und
Plastoglobuli, 24000 < ; — Abb. 10. P. roebelenii ca. 6 Wochen altes primires Laub-
blatt: Chloroplast mit leerer, einem Eiweifkristall entsprechender Stelle, 18400 X ;
— Abb. 11. P. dactylifera primires Laubblatt: Plastiden mit Eiweiflkristallen in einer

Siebréhre (die Pfeile weisen auf die Kristallstrukeur hin), 53200 X.
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Die Amyloplasten sind in der Kolumella in grofler Zahl vorhanden und
liegen gleich der sogenannten Statolithenstirke der unteren Zellwand an. Der
von einer Membran umgebene Kristall stellt eine Art Zentrum dar, um
das die Stirke angeordnet ist. Andere Einschliisse wurden in diesen Amylo-
plasten nicht beobachter. Die Leukoplasten der Wurzelhaubenzellen enthalten
ebenfalls grofle Stirkekorner, die sich oft um eine Zone aus nicht kristalliner
Substanz gruppieren. Vermutlich wurde das Protein abgebaut. Kristalline Ein-
schluflkdrper wurden auch in den Plastiden der Adventivwurzeln beobachtet.

In vielen meristematischen Zellen sind Mikrotubuli mit einem Durch-
messer von 220—240 A zu schen, die mehr oder weniger parallel und senk-
recht zur Zellwand ausgerichtet sind (Abb. 6).

Im jungen Blattgewebe kommen im gefdflbiindelnahen Parenchym beson-
ders viele Leukoplasten mit kristallinen Einschliissen vor. In der Blattscheide
und in dem darin eingeschlossenen Niederblatt findet man Etioplasten mit
einem hoher entwickelten Prolamellarkérper, aus dem Thylakoide hervor-
gehen (Abb. 3). Der Kristall liegt in unmittelbarer Nihe der Thylakoide,
daneben findet man Stirke und Plastoglobuli. Diese sind in groflerer Zahl
vorhanden als in den Leukoplasten.

In den Chloroplasten des Primirblattes ist der Kristall von Thylakoiden
umgrenzt (Abb. 9). Sind die Blitter ungefihr sechs Wochen alt, so beginnt
der Abbau der Kristalle, und zwar gleichzeitig in allen Plastiden einer Zelle.
Indem die Umrisse unregelmiflig werden, erscheinen die Einschluffkdrper wie
angenagt. In anderen Zellen sind die Kristalle schon sehr klein und eben-
falls unregelmiflig begrenzt. Der umgebende Membransack behilt die ur-
spriingliche Gréfle. Oft sind einzelne Fibrillen innerhalb der Membran zu
erkennen.

In den Chloroplasten mancher Zellen sind im Stroma helle struktur-
lose Flichen von der Grofle und Form der Kristallschnitte ausgespart, offen-
bar wurde der Kristall abgebaut (Abb. 10).

Die Kristalle in den Plastiden simtlicher untersuchter Palmen stimmen
in allen Merkmalen iiberein. Mit Chlorzinkjod heben sie sich von der umge-
benden dunkelblauven Stirke deutlich mit gelber Farbe ab. Pepsin verdaut
im Ultradiinnschnitt den Kristall in sechs Stunden. Je nach der Orientierung
des Priparates erscheinen die Schnittflichen der Kristalle als Quadrate, Recht-
ecke, Rhomben oder Trapeze mit Kantenlingen von 0,4—1,3 pm. Seltener
findet man drei-, fiinf- und sechseckige Formen mit abgestumpften Edken.

Etwa ab 25.000facher Vergréferung erkennt man am Kristall eine
periodische Struktur elektronendichter Linien mit einem Abstand von 11—
15 nm. In Trapezen stchen die Linien senkrecht zur Basis (Abb. 1, 2), in
Rechtedcen und Quadraten parallel zu einer Seitenkante. Rhomben (und
gelegentlich auch Quadrate) erscheinen parallel zu einer Diagonalen gestreift
(Abb. 1), manchmal sind die Linien unter verschiedenen Winkeln gekreuzt.
Die Drei-, Fiinf- und Sechsecke zeigen ein regelmiflig hexagonal-wabenartiges
Muster (Abb. 5, 8). Verhiltnismifig selten und nur in Quadraten zeigt sich
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ein rectangulires Punktemuster (Abb. 4, 7). Abb. 7 liflt erkennen, dafl die
oben erwihnten Linien aus globuliren Einheiten von 50—60 A aufgebaut
sind. Der Abstand von Punkt zu Punkt entspricht mit 15 nm dem gréfiten
Linienabstand, die Punktreihen liegen parallel zu den Diagonalen (Abb. 4, 7).

Die Kristalle in den Plastiden der Siebelemente sind von den iibrigen
Plastidenkristallen verschieden. Ein bis drei ovale bis dreieckige Einschliisse
liegen frei im Stroma. Thre Struktur ist wegen der starken Osmiophilie nur
schwer erkennbar. In der Abb. 11 sieht man nur in zwei Kristallen parallele
Linien (Pfeile!), die ca. 8 nm voneinander entfernt sind. Im Cytoplasma
wurden in keiner Zelle kristalline Einschliisse beobachtet.

Besprechung der Ergebnisse

Proteineinschliisse in Plastiden liegen entweder frei im Stroma oder sie
sind von einer Membran umgeben. Frei kommen sie in den Siebelementen
verschiedener Pflanzen vor, so z. B. amorph in Datura stramonium, kristallin
in Pinus strobus (HoHL 1960, Srivastava & O’Brien 1966). Aus Eiweif-
fibrillen aufgebaute Ringe wurden in den Siebrohren von Tetragonia expansa
von FarLk 1964, Esau & Hoerert 1971 und in Beta wulgaris von Esau 1965
beschrieben.

Die Siebrohren vieler Monocotyledonen besitzen charakteristische Plasti-
den mit mehreren keilférmigen osmiophilen Kristallen. Dieses Vorkommen
wurde bisher in 52 Arten festgestellt, darunter auch in Phoenix dactylifera,
P. canariensis und Cocos nucifera (Beunke 1969 b). Auch uns sind diese
Einschliisse in den Proplastiden junger Siebelemente der zwei erstgenannten
Arten und in denen von Chamaerops bumilis, Livistona australis, L. chinensis,
Washingtonia robusta und Phoenix roebelenii aufgefallen. Da sie sich mit
Osmiumtetroxid stark schwirzen und in Pepsin nicht abgebaut werden,
vermutet BEHNKE 1969 b, dafl sie aufler Protein noch Lipide enthalten. In
Abb. 11 sind in zwei Kristallen parallele Linien zu sehen, die 8 nm voneinan-
der entfernt liegen.

Diese Kristalle sind mit denen in den Plastiden der anderen Zellen nicht
identisch. Sie sind durch das Fehlen einer umbhiillenden Membran und einen
geringeren Gitterabstand (8 nm gegeniiber 15 nm) deutlich abgegrenzt.

Viel Reserveprotein in Form von stabférmigen Kristallen kommt in den
Leukoplasten von Phajus wallichii und in den Chloropasten von Phajus
grandifolius vor (Buvar 1959, AMELUNXEN, THALER & GIELE 1969). Sie sind
den Kristallen der Palmen nicht #hnlich. Die kristallinen Einschliisse in
Plastiden des Blattes von Phaseolus kommen hiufig in gefifibiindelnahem
Parenchym vor und liegen entweder frei im Stroma zwischen den Thylakoiden
oder umwachsen diese (WRISCHER 1967).

Von einer Membran umgeben sind dagegen die Kristalle in den Plastiden
des Wurzelmeristems von Phaseolus vulgaris und die von Colchicum antumnale
(NewcoMs 1967, Burcess 1970). Das gefifibiindelnahe Parenchym junger



255

Bananenbldtter (Bennke 1969 a) und die Chloroplasten der Blattspitzen
gesunder und an ,Vergilbung® erkrankter Cocos nucifera enthalten Plastiden
mit Kristallen (Price, MarTiNEz & WaRMKE 1966). Es kann sich daher
nicht um Viruseinschliisse handeln, zumal diese nie innerhalb einer Membran
liegen.

Von Protacio 1962 wurden sphirische Einschliisse im Cytoplasma der
Epidermis von Cocos nucifera beobachtet, die infolge einer Viruskrankheit
(cadang-cadang) entstehen.

Die Plastiden der Wurzelspitze, die der Blattscheiden und der jungen
Blattgewebe der sieben untersuchten Palmen enthalten ein bis zwei Kristalle.
Es ist wohl anzunehmen, daf} sie auch aus Protein bestehen, da sie wie die
von Phaseolus und Musa durch Pepsin abgebaut werden.

Die Plastidenentwicklung in den Wurzelspitzen der untersuchten Palmen
ist in vielem der von Phaseolus vulgaris shnlich (Newcoms 1967). Uberein-
stimmend speichern sie in den Plastiden im Stroma Stirke und innerhalb
eines Membransackes kristallines Protein. In Phaseolus kommen die Kristalle
in groflerer Zahl vor als in den Palmen. Die kristallumgebende Membran
entsteht durch Einstiilpen der Plastidenhiille und steht bei Phaseolus und
bei den Palmen mit dem Tubularkomplex bzw. mit Tubuli in Verbindung.
Buvar 1959 dagegen findet keine Beziehung zwischen dem ,Centroplast® und
dem Protein in den Leukoplasten der Wurzel von Phajus wallichii. Aller-
dings sind diese Kristalle nicht von einer Membran umgeben.

Die amdboiden Plastiden sind schalenférmig. Sie besitzen schon ausgebil-
dete Kristalle, wie es NEwcoMs 1967 auch fiir Phaseolus annimmet. Auflerdem
zeigen sie im Schnitt Plasmaeinschliisse mit Ribosomen, ER und Mitochondrien.
Bemerkenswert ist es, daff die Plastidenhiille offen ist (Abb. 4). Newcoms
1967: 162, der ganz shnliche Stadien findet spricht die Moglichkeit aus,
sthat the ameboid plastids may represent a ,feeding® stage in which cyto-
plasmic matertal is digested and assimilated, particularly since the engulfed
cytoplasm frequently appears degraded partially®. Es scheint auch uns wahr-
scheinlich, dafl im Cytoplasma Protein synthetisiert wird und dieses dann
durch Diffusion im améboiden Stadium aufgenommen wird. NEwcoMs
ntmmt an, dafl das Speicherprotein durch die uflere Membran der Plastiden-
hiille diffundiert und sich im Tubularkomplex bewegt, von dort durch Off-
nungen in den Membransack gelangt und auskristallisiert. Solche Offnungen
haben wir in unseren zahlreichen Bildern allerdings nicht gesehen. Der Inhalt
der Membransicke zeigt manchmal einen fibrillir-granuliren Inhalt, in dem
sich offenbar ein Kristall bildet. Spiter scheint das Material aufgebraucht
und die Membran liege dem Kristall eng an. In den Chloroplasten sechs
Wochen alter Blitter wird zuerst der Kristall und schlieflich die umgebende
Membran abgebaut.

Die Amyloplasten der Kolumella enthalten sehr viel Stirke, die um
einen Kristall angeordnet ist. Sie zeigen eine Ahnlichkeit mit den Plastiden
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im gefiflbiindelnahen Parenchym von Musa-Blittern, haben aber keine Pro-
lamellarkérper (BEHNKE 1969 a).

Die Etioplasten des scheidenartigen Teiles des Keimblattes und des
Niederblattes besitzen hoher organisierte Prolamellarkérper, von denen Thy-
lakoide ausgehen, die oft mit der kristallumgebenden Membran im Kontakt
stehen. Auch die Chloroplasten der jungen Blitter zeigen die Kristalle; sie
sind von Thylakoidstapeln umgeben.

Die Grifle der Fiweifikristalle (durchschnittlich 1 um) und ihre Fein-
struktur ist bei den sieben untersuchten Palmen gleich.

Alle Schnittbilder lassen auf einen wiirfelférmigen Kristall schliefen. Die
Kantenlingen der im Schnitt quadratisch, rechteckig und trapezartig erschei-
nenden Kristalle betragen 0,4—1,3 pum). Es wurden vier verschiedene Muster
beobachtet: Linien, die in einem Abstand von 11—15 nm liegen, solche, die
unter verschiedenen Winkeln gekreuzt sind, Punkte, die in einem Abstand von
15 nm liegen, und schlieflich Waben. Es wird angenommen, dafl die Linien,
aber auch das wabenartige Muster durch die Projektion der globuliren Ein-
heiten aus mehreren Kristallebenen zustande kommen, wihrend beim punkt-
formigen Muster die Einheiten streng iibereinander liegen. Der Kristall scheint
aus kubisch angeordneten, globuliren Einheiten (¢ 50—604) aufgebaut. Von
den bisher untersuchten Plastidenkristallen sind sie denen von Cocos nucifera
(Price, MARTINEZ & WaRMKE 1966) und von Musa (BEHNKE 1969 a) am #hn-
lichsten. Price, MarTINEZ & WARMKE 1966 zeigen zwei Kristallbilder von
Cocos nucifera: ein viereckiges Schnittbild mit linienférmiger Struktur und
ein sechseckiges mit wabenartigem Aufbau. Die Abbildungen stimmen mit
unseren iberein. Der Durchmesser der angeblich hexagonal gepadsten, glo-
buliren Untereinheiten wird mit 12 nm angegeben, sie sind somit mehr als
doppelt so groff wie die Einheiten der von uns untersuchten Palmen. Es ist
mdglich dafl Price, MarTINEZ & WARMKE 1966 ein Mefifehler unterlaufen ist.

Die Schnitthilder und die Untereinheiten des Kristalles von Musa stim-
men mit denen der Palmen gut iiberein; allerdings fehlen drei- und sechs-
eckige Formen, wie sie bei Annahme einer wiirfelihnlichen Gestalt zu er-
warten sind. Eine solche tritt bei dem von einer einfachen Membran um-
gebenen Cytoplasmakristall auf, der im Epithem von Taraxacum officinale
und Cichorium intybus von PERRIN 1972 beschrieben wurde. Diese Kristalle
sind aber aus tetragonal angeordneten Tubuli von einem Durchmesser von
105 & aufgebaut. Ob diese hiufig beschriebenen ,Microbodies® mit Plastiden-
kristallen in irgendeinem Zusammenhang stehen, ist nicht bekannt. In den
untersuchten Palmen wurden im Cytoplasma niemals solche Einschliisse ge-
funden.

Es kann gesagt werden, dafl Vertreter zweier Unterfamilien der Palmen
Eiweiflkristalle in allen Plastiden der Keimpflanzen enthalten. Ein Abbau
wurde in den Chloroplasten 6 Wochen alter Pflanzen beobachtet. Daher kann
angenommen werden, dafl es sich bei den untersuchten Kristallen der Palmen
um Reserveeiweifl handelt.
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Zusammenfassung

Alle Plastiden der jungen Keimpflanzen von Chamaerops humilis,
Livistona australis, L. chinensis, Washingtonia robusta, Phoenix dactylifera,
P. canariensis und P. roebelenii enthalten im Stroma neben Stirke, Plastoglo-
buli Phytoferritin, ein bis zwei 0,4—1,3 nm grofle Kristalle. Sie liegen inner-
halb einer Membran, die aus der inneren Plastidenmembran gebildet wird. In
den Chloroplasten stehen die Thylakoidstapeln mit dem Kristall in Verbin-
dung. Er ist aus globuliren Untereinheiten (¢ 50—60 &) aufgebaut. Mit
Pepsin losen sich diese Einschliisse auf, bestehen daher wohl aus Protein. Es
handelt sich um Reserveeiweifs, weil die Einschliisse in ca. 6 Wochen alten
Blittern abgebaut werden.
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