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Zusammenfassung

Der EinfluB von 6-Benzylaminopurin (BAP) auf Mitochondrien und
Plastiden in vitro kultivierter Protokormzellen einer Cymbidium-Hybride
wurde elektronenmikroskopisch untersucht. In den mit BAP im Licht
kultivierten Zellen treten neben normalen Mitochondrien auch vergrofierte
auf; in BAP-Dunkelkulturen wurde Extrusion von Mitochondrienmaterial
in das Cytoplasma beobachtet. In den Kontrollkulturen zeigen die Mito-
chondrien verschiedene Phasen der Degeneration wie Vergréflerung,
Kristallbildung und schlieBlich Auftreten von Riesenmitochondrien.

In Parenchymzellen von Lichtkulturen mit BAP herrschen Jung-
chloroplasten vor, ausgebildete Chloroplasten zeigen keinerlei Degenera-
tionserscheinungen; die Chloroplasten der Kontrollen hingegen sind teil-
weise stark degeneriert, wobei massenhaft Phytoferritin auftritt. Dieses
fehlt in den Plastiden der BAP-Lichtkultur véllig und kommt in den
Leukoplasten der BAP-Dunkelkultur nur in geringer Menge vor.

Die Beobachtungen deuten auf einen die Entwicklung und Differen-
zierung hemmenden Einfluf des BAP hin.

Summary

The effect of 6-benzylaminopurine (BAP) on mitochondria and plastids
of protocorms of a Cymbidium hybrid cultivated in vitro was investigated
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by electron microscope. In cells cultivated with BAP in light enlarged
mitochondria appear besides normal sized ones. In cells cultivated in the
dark was observed an extrusion of mitochondrial substance into the
cytoplasm. In the controls the mitochondria show various stages of degene-
ration, i. e. enlargment, forming of crystals and finally there are found
giant mitochondria. In parenchyma cells grown with BAP in light young
chloroplasts predominate, fully differentiated ones do not show any symp-
toms of degeneration, whereas the chloroplasts in the controls are very
degenerated containing phytoferritin in abundance. Phytoferritin is absent
in tissues grown with BAP in light and appears only in small quantities
growing with BAP in the dark. These observations may be explained by a
retarding effect of BAP upon the development and differentiation of the
cells and tissues.

Einleitung

RickEr 1974 hat den Einfluf verschiedener Cytokinine auf in vitro
kultivierte Protokorme von Cymbidium morphologisch und histologisch
untersucht. Sie stellte fest, daBl hohere Konzentrationen das Wachstum der
Pflanze hemmen und das Entstehen von unregelmifig gestalteten Proto-
kormen férdern. Die Zellwand wird vorzeitig differenziert, hiufig treten
Xylemelemente in meristematischen oder in sich differenzierten Geweben
auf. AuBerdem wird eine Storung der Chlorophyllsynthese in manchen
Gewebeteilen beobachtet.

Auch die Art der DNS-Zunahme im Kern ist vom Wuchsstoffgehalt im
Nihrmedium abhéngig und steht in Bezichung zur Differenzierung. Bei
zunehmenden Kinetingaben werden die Mitosen zugunsten der Endo-
mitosen unterdriickt, wodurch es zu einer vorzeitigen abnormalen Zell-
differenzierung kommt (NacL & RUcker 1972, 1974).

Unsere Untersuchungen galten der Frage, ob sich hohe Gaben eines
Cytokining (6-Benzylaminopurin) auch auf den Feinbau der Plastiden und
Mitochondrien auswirken.

Frau Dr, Waltraud RiiorER (Pharmakognostisches Institut der Uni-
versitit Wien) danken wir herzlich fiir die Uberlassung der Cymbidium-
Kulturen.

Material und Methode

Protokormfragmente von Cymbidium (Hybride In memoriam Cyrill
Strauss”) wurde auf Agar-Medium nach Murasuic: & Srooa 1962 kulti-
viert (RUckEr 1974). Gut wachsenden Kulturen wurde 50 ppm 6-Benzyl-
aminopurin, im folgenden kurz BAP genannt, dargeboten. Die Kontroll-
kultur enthielt im Nahrmedium kein BAP. Hine Serie der BAP-Kultur
(,, BAP-licht-Kultur*) und die Kontrollkultur waren wihrend der gesamten
Versuchsdauer von 4 Monaten einem Licht-Dunkel-Rhythmus von je
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Abb. 1. BAP-licht-Kultur: Normales und vergréBertes Mitochondrium mit zwei
Chloroplasten. x 33600.
Abb. 2. Kontrollkultur: Ausschnitt aus dem mittleren Teil eines Mitochondriums
mit kristallinem Bereich. x 62370.




©Verlag Ferdinand Berger & Séhne Ges.m.b.H., Horn, Austria, download unter www.biologiezentrum.at



©Ver|a§ Ferdinand Berger & Séhne Ges.m.b.H., Horn, Austria, download unter www.biologiezentrum.at
hyton, vol. 1 tab. 2

(GarLHOPER & THALER)

Abb. 3. Kontrollkultur: Riesenmitochondrium und Mitochondrium normaler
Grofe. x 26100,

Abb. 4—6. BAP-dunkel-Kultur: Mitochondrien in Degeneration; Niheres im
Text. » 33600.
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12 Stunden ausgesetzt. Die Temperatur wurde bei 22 bis 24° C gehalten.
Einige Protokormkulturen mit BAP wurde nach 2 Monaten Licht-Dunkel-
Rhythmus génzlich im Dunkeln weiterkultiviert (,,BAP-dunkel-Kultur®).
Die Kulturen wurden im Reaktorzentrum Seibersdorf, Institut fiir Land-
wirtschaft, von Frau Dr. RUcrur geziichtet und uns fiir die vorliegende
Untersuchung zur Verfiigung gestellt.

Etwa 1 mm? grole Protokormstiicke wurden 1,5 Stunden mit 49igem
phosphatgepufferten Glutardialdehyd pH 7,1 (SaBaTini & al. 1963) vor-
fixiert, im Puffer ausgewaschen und anschlieBend 2 Stunden mit 19%igem
Osmiumtetroxid in Veronalpuffer pH 7,1 nachfixiert (Panapm 1952).
Nach dem Auswaschen mit Leitungswasser und Entwisserung in Athanol
wurde iiber Propylenoxid in Epon eingebettet (Lurr 1961). Die Ultra-
diinnschnitte wurden mit dem Reichert OmU 2 hergestellt, mit Uranylacetat
(Wriscarr 1967) und Bleicitrat (ReyNorps 1963) kontrastiert und im
Siemens Elmiskop TA untersucht.

Eigene Beobachtungen

Mitochondrien

Die untersuchten Gewebe zeigen durchwegs einen Ubergang von
Differenzierung zur Degeneration, wobei diese in der Kontrolle am auf-
fallendsten ist. In parenchymatischen Zellen der BAP-licht- und der
Kontrollkultur treten neben 0,5—1 pm groBen Mitochondrien auch ver-
groflerte mit einem Durchmesser bis zu 3,56 pm auf. Die Matrix dieser
Organellen erscheint verdichtet (Abb. 1). Nur in degenerierten Zellen der
Kontrollkultur wurden neben wenigen normal grofien Mitochondrien je ein
Riesenmitochondrium beobachtet, das beinahe die GriéfBle eines Zellkernes
erreicht (Abb. 3). Sein Durchmesser betréigt bis zu 6 pm und ist damit etwa
10mal grofer als der normaler Mitochondrien. AuBlerdem kommen in der
Kontrollkultur, allerdings nur selten, Mitochondrien vor, deren Matrix
grofitenteils kristallin ist (Abb. 2). Punktférmige Untereinheiten ordnen
sich in Reihen, die in der Léngs- wie in der Querrichtung der Mitochondrien
verlaufen. Der Abstand der Linien betriigt etwa 80 A. Die Cristae sind in
der Umgebung des Kristalls gestreckt, untereinander parallel und senkrecht
zur Léngsachse des Mitochondriums angeordnet. Gegen den Kristall hin
werden die Konturen der Cristae zunehmend undeutlicher und erscheinen
von den Punktreihen des Kristalls iiberlagert.

In den Mitochondrien der BAP-dunkel-Kultur liegen oft von der
Innenmembran umschlossene Bezirke vor, die durch das Einrollen der
Sacculi entstehen (Abb. 4). Die AuBenmembran kann in diesem Bereich
unterbrochen sein (Abb. 5). Wie Serienschnitte zeigen, kommt es schlieBlich
zu einer Extrusion, wobei im Mitochondrium eine Aussparung zuriick-
bleibt (Abb. 6). Die glatte Zone des rauhen ERs liegt hiufig der Aullen-
membran der Mitochondrien an (Abb. 5).
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Plastiden

In der farblosen Protokormspitze der Kontrollkultur finden sich
Proplastiden, in den parenchymatischen Zellen ausdifferenzierte Chloro-
plasten. In degenerierenden Zellen ist ihr Thylakoidsystem aufgetrieben
und die Zahl der Plastoglobuli vermehrt. Im Stroma der meisten Plastiden
findet sich Phytoferritin, es kommt amorph, aggregiert oder kristallin vor
(Abb. 7). Die Phytoferritinkristalle sind ungefihr 1 pm groB. Thre Makro-
molekiile bilden in dichter Aufeinanderfolge oder distanziert parallele
Reihen. Im Kristallgitter fallen mehrere Fehlstellen auf. Der Durchmesser
des kontrastreichen Makromolekiils betrigt ca. 70 A. Bine Substruktur
ist nicht erkennbar. In der BAP-dunkel-Kultur finden sich durchwegs
Leukoplasten von sehr unterschiedlicher Gestalt (Abb. 8). Sie sind haufig
langgestreckt, zeigen eine oder mehrere Einschniirungen und enthalten nur
wenige Thylakoide, hingegen eine groflere Zahl von Plastoglobuli. Phyto-
ferritin tritt in geringer Menge meist amorph oder in wenigen Reihen zu
etwa 10 Makromolekiilen angeordnet auf. Niemals wurden Prolamellar-
korper beobachtet.

In den Parenchymzellen der BAP-licht-Kultur finden sich vor allem
Jungchloroplasten. Die Grana bestehen nur aus 2—4 Thylakoiden und im
Stroma liegen nur wenige Plastoglobuli. Manchmal ist das Thylakoid-
system aufgetrieben. In der unteren Zone des Protokorms enthalten die
Zellen normale ausgebildete Chloroplasten und aullerdem héufig ver-
groBerte Mitochondrien (Abb. 1). Phytoferritin wurde in den Plastiden
dieser Kultur nie gefunden. Stéirkehaltige Plastiden kommen in allen
untersuchten Kulturen nur dullerst selten vor.

Junge Siebelemente wurden in allen Kulturen, besonders hiufig in
BAP-Kulturen, beobachtet, sie sind leicht an dem Vorkommen der auf-
fallenden langgestreckten Plastiden mit den elektronendichten Kinschliissen
zu erkennen, die zu keilférmigen Eiweillkristallen heranwachsen (Abb. 9).
AuBerdem treten in ihrem Stroma zahlreiche Vesikel auf, die durch Ein-
stiilpen der inneren Plastidenmembran entstehen. Stirke und Phyto-
ferritin wurde in diesen Plastiden niemals beobachtet. Diese Plastiden ge-
héren dem p-Typ nach BEENKE 1975 an.

Diskussion

Mitochondrien verschiedener Gréfle, wie wir sie in Kontroll- und
BAP-licht-Kulturen von Cymbidium-Protokormen beobachten konnten,
sind auch in Gewebekulturen von Fibro- und Myoblasten beschrieben
worden. Kinematographisch wurde beobachtet, daf} sich diese Organellen
abrunden, verzweigen und auch zusammenflieBen kénnen (vgl. REArr 1973).
In Cymbidium-Kulturen treten einzelne Riesenmitochondrien erst in vollig
degenerierten Zellen der Kontrollkulturen auf; sie fallen auch durch ihre
elektronendichte Matrix, in der Granula zu erkennen sind, auf. Da sich
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neben dem Riesenmitochondrium nur mehr wenige Mitochondrien normaler
Grofe vorfinden, liegt die Annahme nahe, dafl die Riesenmitochondrien
durch Fusion normaler entstanden sind. Sie sind allerdings nicht eine stén-
dige Komponente der Degeneration. Sie dhneln am meisten den matrix-
reichen Riesenmitochondrien menschlicher Nierenzellen (THOENEs 1966).
In pathologisch verdnderten tierischen Zellen kommen oft verschieden
gestaltete Riesenmitochondrien vor (REane 1973). Als Ursache fiir ver-
dichtete und angeschwollene Mitochondrien, wie sie bei Autolyse und in
nekrotischen tierischen Zellen auftreten, werden osmotische Verdnderungen
und ATP-Mangel angegeben (vgl. Davip 1970). Aber auch im pflanzlichen
Gewebe, in den Blattzellen von Chenopodium quinoa und C. armaranticolor
wurden nach einer Infektion mit einem Apfelvirus Riesenmitochondrien
beobachtet (WrinTRAUB & Racmrrr 1971); diese zeigen lamellire und
tubuldre Einschliisse, in der Matrix Granula und fibrillire Strukturen, bei
fortschreitender Degeneration auch viele Vakuolen.

EiweilBkristalle in Mitochondrien wurden in verschiedenen pflanzlichen
und tierischen Zellen beschrieben (vgl. Tsgros 1972). Wir konnten Kristall-
strukturen nur in wenigen Mitochondrien der Kontrollkulturen von
Cymbidium beobachten. Der aus Fibrillen aufgebaute Kristall steht einer-
seits mit der inneren Membran des Mitochondriums und andrerseits
mit den Cristae in Verbindung. Ahnliche Einschliisse wurden in den Mito-
chondrien der Friichte von Malpighia glabra beschrieben (ArworT 1966).

Die Mitochondrien der BAP-dunkel-Kultur waren niemals vergréfiert,
sie scheinen auf andere Weise zu degenerieren. Kleinere Partien der granu-
laren Matrix, die ein Sacculum umschlieflen, konnen ausgestoBen werden;
ER, das man héufig mit der Aullenmembran verbunden sieht, scheint
dabei beteiligt zu sein. Verbindungen von ER mit der Aulenmembran von
Mitochondrien wurden von MorgE, Merrrrr & Levsr 1971 bei Allium cepa
beschrieben, jedoch nicht im Zusammenhang mit Zellabbauvorgingen
diskutiert. Die Mitochondrienverinderungen der Cymbidium-Kulturen
treten in verschiedenen Stadien der Degeneration der Zellen auf und
werden offenbar nicht von BAP beeinflufit, sondern durch Lichtmangel
hervorgerufen.

Nach Rtcgrr 1974 beeinflussen Cytokinine (BAP) den Chlorophyll-
haushalt. Wie wir beobachteten, sind die Plastiden der BAP-licht-Kultur
groBtenteils zu Jungchloroplasten, jene der Kontrollkultur zu voll differen-
zierten Chloroplasten entwickelt. In den Zellen der BAP-licht-Kultur, die
ausdifferenzierte Chloroplasten enthalten, sind die Mitochondrien schon
degenerativ vergrofiert. Differenzierungs- und Degenerationssymptome
treten somit in der BAP-licht-Kultur oft nebeneinander auf. Die Chloro-
plasten dieser Kultur enthielten im Stroma niemals Phytoferritin, wie es in
den degenerierenden Chloroplasten aus dem Parenchym der Kontrollkultur
héufig war. In solchen Zellen fanden sich die gréBten Mitochondrien. Phyto-
ferritin wurde in Proplastiden und in ausdifferenzierten Chloroplasten vieler

11*
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Angiospermen beschrieben (Lit. bei RoBarDps & HumpaErsox 1967,
AvELUnxEN, THALER & Harsporrr 1970). Es wird als Eisenreservoir fiir
einen funktionierenden Photosyntheseapparat angesechen (RoBARDS &
Rosinson 1968, Perrin 1970). Auch die Plastiden der Gewebekulturen von
Sireptanthus tortuosus enthalten Phytoferritin (Ssoruxp & Wrier 1967).
Roserrs & NorTHCOTE 1970 kultivierten Acer pseudoplatanus auf HErLER-
Medium und erhielten trotz BAP-Zusatz Phytoferritin. Dieses von unseren
Beobachtungen abweichende Versuchsergebnis ist moglicherweise im viel
geringeren BAP-Zusatz (1,3 ppm gegeniiber 50 ppm in unseren Kulturen)
begriindet. In letzter Zeit wurde Phytoferritin in photosynthetisch wenig
aktiven Chloroamyloplasten einer Smicronyx-Galle auf Cuscuta campestris
(GarrHOFER & THALER 1974) und in Chloroplasten vergilbender Kohlrabi-
blatter (Mropziavowskr & KwiNTRIEwIcz 1973) beobachtet, sodaB
Phytoferritin auch als Alterssymptom angesehen werden muf.

Dieses Eisenproteid tritt auch in den Plastiden virusinfizierter Beta
vulgaris und welkekranker Cocos nucifera auf (CrowsHAw et al. 1966,
Maramoroscr & Hirumr 1973).

Die durch 6-Benzylaminopurin verursachte allgemeine Stimulation
des Stoffwechsels verzdgert in den untersuchten Cymbidium-Kulturen
offenbar das biologische Altern. In der BAP-licht-Kultur war die degenera-
tive MitochondrienvergréBerung verzogert und in den Chloroplasten kein
Phytoferritin ausgebildet. In der BAP-dunkel-Kultur ist die Degeneration
der Leukoplasten anscheinend fortgeschritten, so dafi trotz BAP-Gaben
geringfiigic Phytoferritin gebildet werden kann. Auch im Cytoplasma
treten typische Regenerationserscheinungen auf, die in einer weiteren Arbeit
beschrieben werden.
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