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Zusammenfassung

In den degenerierenden Zellen der in witro kultivierten Protokorme
einer Cymbidiwm-Hybride treten Kristalle innerhalb einer ribosomen-
besetzten Membran auf. Eine direkte Verbindung zwischen dieser und dem
rauhen ER konnte nicht eindeutig festgestellt werden. Die Kristalle sind
aus Fibrillen aufgebaut und werden durch Trypsin oder Pepsin unvoll-
stindig abgebaut. Daraus wird geschlossen, daf sie hauptsichlich aus
Protein bestehen. Diese Einschliisse wurden in allen untersuchten Kulturen
beobachtet (BAP-Licht-, BAP-Dunkel- und Kontrollkkultur). Sie sind in der
BAP-Dunkelkultur am héufigsten und werden als Produkt eines degene-
rierenden Eiweilistoffwechsels angesehen.

In allen untersuchten Kulturen wurden stark verformte Zellkerne
beobachtet, welche Cytoplasmaanteile und Organellen umschliefen. Die
Nukleolen sind héufig segregiert, ausschlieBlich in der BAP-Dunkelkultur
wurden auch ringférmige Nukleolen beobachtet.

1) Dr. M. GAILHOFER, Schubertstrafie 51, A-8010 Graz (Austria).
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Summary

In the degenerating cells of protocorms of a Cymbidium hybrid culti-
vated in vitro there appear crystals surrounded by a membrane with
attached ribosomes. There does not exist any immediate connection with
the rough ER. The crystals are formed by fibrils. Trypsin or pepsin causes
an incomplete decomposition of the crystals. Therefore they seem to be
essentially composed of protein. Such inclusions could be observed in all
cultures investigated (grown in the dark with and without BAP and con-
trols). They most frequently occur in cultures grown in the dark with BAP
and are believed to be a product of degenerative protein metabolism. — In
all cultures investigated there appear strongly deformed nuclei surrounding
parts of cytoplasma and organells. Nucleoles are frequently segregated,
only in cultures grown in the dark with BAP there can be found ring-
shaped nucleoles, too.

Einleitung

In Nicotiana-Zellen, die in wvitro kultiviert wurden, treten kristall-
enthaltende Korper auf (Marsusaima, Wapa & Taxevcar 1969). Diese
kommen sowohl in normalen Medium gezogenen Kulturen vor, als auch
in solchen, denen zusitzliche Wachstumssubstanzen (0,01 ppm TAA und
1 ppm Kinetin) geboten wurden. Ross, THORPE & CosTERTON 1973 finden
solche von einer Membran umgebene Proteinkristalle hauptsichlich im
basalen Teil der Nicotiana-Callus-Kultur und halten sie fiir Speicher-
material. Auch in den Zellen der Callus-Kultur von Acer pseudoplatanus
werden kristallenthaltende Korper von RoBErTs & NorTHCOTE 1970,
CARCELLER ef al. 1971 angegeben. Im Laufe von elektronenmikroskopischen
Untersuchungen an in vitro kultivierten Protokormen von Cymbidium
unter dem Einflul von 6-Benzylaminopurin (GAlLHOFER & THALER 1975)
fiel ebenfalls das Vorkommen von Kristallen auf, die von einer einfachen
Membran umgeben sind. Dariiber soll nun im folgenden berichtet werden.

Frau Dr. Waltraud RtickErR (Pharmakognostisches Institut der Uni-
versitit Wien) danke ich herzlich fiir die Uberlassung der von ihr im
Reaktorzentrum Seibersdorf geziichteten Cymbidium-Kulturen. Die vor-
liegende Arbeit konnte im Rahmen eines vom Osterreichischen Fonds zur
Forderung der wissenschaftlichen Forschung geforderten Projektes (Projekt
Prof. Dr. I. TuALER) durchgefithrt werden, wofiir auch an dieser Stelle der
verbindlichste Dank ausgesprochen wird.

Material und Methode

Protokorme der Orchidee Cymbidium (Hybride “in memoriam Cyrill
Strauss”) wurde auf Agar-Medium nach MurAsHIGE & Sxooc 1962 ohne
Wuchsstoff kultiviert (vgl. Rtcker 1974). Zu gut wachsenden Kulturen
wurden 50 ppm 6-Benzylaminopurin (BAP) hinzugegeben. BAP-Licht-
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kulturen waren einem Licht-Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden ausge-
setzt. BAP-Dunkelkulturen wurden nach 2monatiger Kulturbedingung wie
bei BAP-Licht im Dunkeln gehalten. Die Kulturdauer betrug 4 Monate.
Der Kontrollkultur wurde kein BAP hinzugefiigt.

Ca. 1 mm? grofle Stiicke der Protokorme wurden 1,5 Stunden mit 49,
phosphatgepufferten Glutardialdehyd (pH 7,1) fixiert (SABATINI e al. 1963),
in Puffer ausgewaschen und anschlieBend mit Veronal gepufferten Osmium-
tetroxid 19, nachfixiert (Panap® 1952). Es wurde mit Alkohol entwissert
und iiber Propylenoxid in Epon eingebettet (Lurr 1961). Die mit dem
Reichert OmUZ2 hergestellten Ultradiinnschnitte wurden mit Uranylacetat
nach WriscHER 1967 und mit Bleicitrat nach Revynorps 1963 kontrastiert
und im Siemens Elmiskop TA untersucht.

Fiir den enzymatischen Abbau (vgl. MonNErRON & BERNHARD 1966,
GiusEk 1971) wurden die Ultradiinnschnitte in Kunststoffringen auf folgenden
Losungen (37° C) flottiert:

Auf Perjodsdure 109, oder auf Wasserstoffperoxid 109, 20 Minuten,
anschliefend auf

Pepsin (FLura A. G. 3 X cryst.): 0,29, mit 80 mg L (4) Cysteinium-
chlorid je 5 ml Losung, pH 1,8 bis 24 Stunden, oder Trypsin auf (MERCE,
krist.) 0,3%, gelost in 0,1 M Thioglycolsiure, die vorher mit 1 N Natron-
lauge auf pH 7,5 gebracht wurde, bis zu 16 Stunden.

Zur Kontrolle wurden Schnitte nach Einwirken von Perjodsdure oder
Wasserstoffperoxid in den jeweiligen Ldésungsmitteln ohne Enzymzusatz
inkubiert. Zwischen den einzelnen Arheitsgingen wurden die Schnitthdnder
griindlich gewaschen und vor dem Kontrastieren mit Uranylacetat und
Bleicitrat auf befilmte Netzchen aufgefangen.

Ergebnisse

In meristemoiden Zellen, aber auch in Parenchymzellen der Proto-
korme von Cymbidiwm findet man 0,3—1 um groBle Kristalle. Sie sind
héufig, kommen aber nicht in allen Zellen vor, in der Néhe des Leitbiindels
sind sie regelméfBig anzutreffen. Sie liegen meist im Cytoplasma und sind
von einer einfachen enganliegenden, hdufig mit Ribosomen besetzten
Membran umgeben (Abb. 1). In jungen wie auch in degenerierenden Zellen
liegt rauhes ER den Kristallen genéhert, eine Verbindung mit der Kristall-
membran erscheint unterbrochen (Abb. 5). Membranreste und zahlreiche
Ribosomen liegen zwischen dem offenen ER und der offenen Kristall-
membran.

In den Parenchymzellen des Leptoms ist das parallel liegende rauhe
ER auffallend; zwischen diesem findet man oft eine ungefihr 1 pm grofe
Membrankugel, die deutlich mit dem ER in Verbindung steht (Abb. 3).
Membranknéuel sind auch in anderen Zellen héufig, allerdings ist bei ihnen
kein Zusammenhang mit dem ER zu erkennen. Mit fortschreitender Dege-
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neration liegen diese mit Ribosomen besetzten Membranreste als kontrast-
reiches Material dem Kristall an (Abb. 4). Manchmal wurden membran-
umgebene Kristalle in unmittelbarer Nachbarschaft. eines Microbody ange-
troffen, ohne daf} eine Verbindung zwischen den Membranen festzustellen
war (Abb. 6). Die Microbodies, die im Cymbidium in den verschiedenen
Kulturen auftreten, haben einen Durchmesser von 1 pm und sind von einer
glatten Membran umgeben. Sie zeigen im Innern ein flockiges Aussehen mit
mehreren elektronenhellen Stellen.

Die beschriebenen Kristalleinschliisse wurden in allen untersuchten
Kulturen (BAP-Licht-, BAP-Dunkel- und Kontrollkultur) beobachtet,
nicht jedoch in besonders degenerierten Zellen der Kontrollkultur, deren
Plastiden viel Phytoferritin enthielten. Am héufigsten treten sie in der
BAP-Dunkelkultur auf. Hier kommen sie in Parenchymzellen und in jungen
Siebrohren auch innerhalb der Kernhiille, im perinuklearen Raum, vor
(Abb. 11). Die dullere Kernmembran ist in diesem Bereich mit Ribosomen
besetzt, Vesikel des rauhen ER sind der an manchen Stellen unterbrochenen
Membran gendhert. Dort, wo ein Kristall liegt, ist relativ wenig Chromatin
an der inneren Kernmembran angesammelt.

Die Kristalle sind im Schnitt rhombisch, trapezférmig, ellipsoid und
vielfach unregelmiBig gestaltet (vgl. 1, 2, 4, 5, 6, 8). Es sind folgende
Strukturen zu erkennen: Parallele, 100—140 A voneinander entfernte
Linien (Abb. 1) von hohem Kontrast, seltener findet man Linien, die ge-
kreuzt zu ersteren verlaufen, ein wabenartiges Muster, und schlieBlich
quadratisch angeordnete Punkte (Abb. 2), wobei der Abstand von Mittel-
punkt zu Mittelpunkt 120 A betrigt. Der Kristallaufbau tritt nach Oxy-
dation der Schnitte mit Wasserstoffperoxid und Kontrastierung mit
Uranylacetat und Bleicitrat deutlicher hervor, als in Schnitten, die ohne
Peroxidbehandlung kontrastiert wurden. Abb. 8 zeigt einen so behandelten
Kristall; das wabenartige Muster ist aus Punkten aufgebaut, die sich in
4 bis 5 Untereinheiten auflésen (Abb. 9).

Die Proteolyse der Kristalle wurde nach vorangegangener Peroxid-
oder Perjodsdurebehandlung mit Trypsin und Pepsin versucht. Ein voll-
stdndiger Abbau konnte mit keinem der beiden Enzyme erreicht werden.
Nach 14-gtiindiger Trypsineinwirkung sind viele Kristalle ungleichmifig
verdaut; in den dunkleren Zonen ist noch eine granulire Substanz sichtbar
(Abb. 7). Nach 14-stiindiger Inkubation mit Pepsin erscheint anstelle des
Kristalles ebenfalls ein ungleichméfig aufgehellter Bezirk, in dem neben
Granula auch Fibrillen erkennbar sind (Abb. 10). Neben den unvollstindig
aufgeldsten Kristallen konnte man am selben Schnitt, sowohl nach Trypsin-
als auch nach Pepsinbehandlung Kristalle finden, deren Struktur noch er-
kennbar war.

Es sel hier noch auf einige auffallende Strukturen im Kern hinge-
wiesen. Die Zellkerne aller Cymbidium-Kulturen sind zum Teil stark ge-
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lappt. Es kommt haufig zu Invaginationen der beiden Kernmembranen
wodurch Cytoplasma mit einigen Organellen eingeschlossen wird (Abb. 13).
Werden diese Membranen quergetroffen, scheinen sie in der Kernmatrix zu
liegen.

In vielen Kernen der verschiedenen Kulturen wurde eine Anlagerung
des Heterochromating an die Kernmembran beobachtet (Abb. 12). Die
Nulleolen der Kontrollkerne junger Zellen sind hiufig homogen (Abb. 12).
In manchen bereits degenerierenden Zellen sind schalenférmig segregierte
Nukleolen zu beobachten, die keine helleren Zonen zeigen und deren fibril-
larer Bereich extra Granula besitzt. Die Nukleolen der BAP-Licht- und
BAP-Dunkelkultur sind ebenfalls hiufig segregiert. Sie zeigen im Gegensatz
zur Kontrolle ein bis zwei hellere Zonen im fibrilliren Teil (Abb. 14). Die
durch mehrere helle Flecken aufgelockerte Kappe besteht aus 150 A groBen
Granula. Vom Nukleolus fiihrt 6fters eine aus kontrastreichen Granula be-
stehende Verbindung zur inneren Kernmembran. Nur in der BAP-Dunkel-
kultur wurden Kerne mit ringférmigen, aus Granula, oft auch aus Fibrillen
bestehende Nukleolen gesehen. Der zentrale Teil enthilt chromatindhnliche
Fibrillen. Eine Briickenbildung zwischen zwei Nukleolen wurde ebenfalls
in dieser Kultur beobachtet (Abb. 14). Die Briicke besteht aus Granula, die
aber nicht so 'dicht angeordnet sind wie im Nukleolus. Es ist méglich, daf
Segmente von Chromatin, welche einen Nukleolusorganisator darstellen,
mit dem Nukleolus in Verbindung stehen.

Diskussion

Die von einer einfachen Membran umgebenen Kristalle von Cymbidium
unterscheiden sich deutlich von den Microbodies mit kristallinem Herz, den
Peroxisomen (vgl. Sammelreferat FREDERICE, GRUBER & NEwcomB 1975).
Die héufig mit Ribosomen besetzte Membran schliet durchwegs eng dem
Kristall an, eine Matrix um den Kristall, wie dies bei den Peroxisomen der
Fall ist, wurde nie beobachtet. Die Kristalle der Peroxisomen sind héufig
rhombisch und auch ihre Feinstruktur, soweit sie bisher untersucht wurde
(bei Nicotiana, Cichorium intybus und Taraxzacum officinale) unterscheidet
sich von der der Cymbidium-Kristalle (Marsusaima 1971, Prrrin 1972).
Sie bestehen aus 0,5 pm langen Stdbchen, die im Querschnitt sechs kreis-
formig und zwei zentral angeordnete Untereinheiten erkennen lassen. In
diinnen Schnitten l6sen sie mit Pepsin auf,

Der enzymatische Abbau der kristallinen Strukturen von Cymbidium
gelang weder mit Pepsin noch mit Trypsin vollsténdig. Die Proteolyse mit
Trypsin fithrte zu einer granuléiren Restsubstanz; nach der Behandlung der
Kristalle mit Pepsin traten neben Granula auch Fibrillen auf. Es ist anzu-
nehmen, daf die Kristalle in Cymbidium iiberwiegend aus Eiweill bestehen.
Die nicht verdauten Granula kénnten Proteine sein, die durch Vernetzung
mit dem Fixiermittel fiir beide Enzyme nicht angreifbar sind; auch eine
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Behinderung der Proteolyse durch das Einbettungsmittel wire denkbar
(vgl. WEINTRAUB, RAcETLI & ScHROEDER 1965). Die nach dem Abbau mit
Pepsin verbleibenden Fibrillen sind Eiweil}, denn sie treten nach Abbau mit
Trypsin nicht auf. Sie stellen offenbar ein Bauelement des Cymbidium-
Kristalles dar. Die kontrastreichen Bezirke des Eiweillkristalles mit waben-
artigem Muster (Abb. 9) 16sen sich bei héherer VergréBerung in 4 bis 5
elektronendichte Einheiten auf. Diese Kinheiten kénnten kontrastreiche
Stellen von Fibrillen oder Orte hoherer Fibrillendichte sein.

Eiweilkristalle, die engumschlossen in Zisternen des langgestreckten
ERs auftreten, beschreiben vAN STEVENINCE & VAN STEVENINCK 1971 in
Zellen diinner Gewebescheiben von Beta wvulgaris. Wenige dieser Ein-
schlitsse waren schon nach zwei- bis dreitigigem Wissern in entsalztem
Wasser ausgebildet, ihre Zahl nahm mit zunehmendem Alter der Gewebe-
scheiben zu. Durch Puromycin oder Cycloheximid wurde die Bildung von
Eiweilkristallen unterbunden. Gaben von Actinomycin D beschleunigten
hingegen die Entwicklung der Finschliisse. Thr Auftreten ist demnach nicht
an die Neusynthese von m-RNS gebunden, vielmehr geniigt ein stabiler
Komplex von rauhem ER.

In Cymbidium ist der Anschluf} der kristallumgebenden Membran an
das benachbarte rauhe ER nicht eindeutig zu erkennen, jedoch kann ange-
nommen werden, dafl die Einschliisse innerhalb des rauhen ERs entstehen.
Sie scheinen in Cymbidium das Produkt des Eiweillstoffwechsels degenerie-
render Zellen zu sein und entstehen daher in der BAP-Dunkelkultur am
zahlreichsten. Sie sind ein Hinweis dafiir, daf die Fahigkeit des rauhen ER
zur Eiweilsynthese zu diesem Zeitpunkt noch besteht.

Es ist bekannt, daB Cytokinine das Altern von Zellen verzdgern,
indem sie die Proteinsynthese stimulieren (vgl. Skooa & ArmsTrRONG 1970).
Die Ausbildung von Eiweilkristallen in Cymbidium wird durch BAP nicht
beeinfluBBt: Binschliisse werden sowohl in der BAP-Lichtkultur als auch in
der Kontrolle beobachtet und sie diirften sich auch in der Anzahl kaum
unterscheiden.

Die Zellkerne aller untersuchten Kulturen waren oft in typischer Weise
verdndert. Sie zeigten manchmal gelappte Umrisse, wie sie nach Virusin-
fektion und in alternden tierischen Zellen beschrieben werden (vgl. Davip
1970). Die Chromozentren der Zellkerne im Parenchym von Cymbidium-
Protokormen liegen nach NAGL 1973 mehr im zentralen Teil. Gaben von
Hydroxyharnstoff zum Kulturmedium verursachten eine Anlagerung des
Heterochromatins an die Kernmembran. Diese Lage des Heterochromatins
war in den Intermitosekernen der hier untersuchten Kulturen ofters zu
beobachten.

In allen Cymbidium-Kulturen fiel Nukleolar-Segregation auf, aus-
schlieBlich in der BAP-Dunkelkultur wurden auch ringférmige Nukleolen
beobachtet. Segregation der Nukleolarsubstanz kann wihrend der natiir-
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lichen Zellentwicklung auftreten und wird allgemein mit einer Hemmung
oder Abnahme der RNS-Synthese im Nukleolus in Zusammenhang gebrach®
(vel. SMETANA & Buscu 1974).

Ringformige Nukleolen wurden in den Rindenzellen von Tabak in der
Abtrennungszone der Bliitenstiele von JensEN & Varpovinos 1968
beobachtet und entwickelten sich 3 Tage nach der Anthese. Sie werden auch
in einigen Typen von tierischen Zellen beschrieben. Thr Auftreten zeigt die
Abnahme der RNS-Synthese an (Rose, SerTERSFIELD & FowkE 1972).

Ob in Cymbidium-Kulturen die Bildung der EiweiBkristalle durch das
rauhe ER mit dem Auftreten segregierter oder ringférmiger Nukleolen,
also mit der Abnahme der RNS-Synthese im Nukleolus, verkniipft ist,
sollen weitere Untersuchungen kliren.
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Abb. 1. BAP-Lichtkultur: Parenchymzelle, Eiweilkristall von einfacher ribo-
somenbesetzter Membran umgeben. x 55650.
Abb. 2. BAP-Dunkelkultur: Degenerierende Zelle mit zerkliiftetem, von einer
einfachen Membran umgebenem EiweiB3kristall. x 60000.
Abb. 3. BAP-Dunkelkultur: Leptomparenchymzelle, zwischen parallelliegendem
rauhem ER Membrankugel. x 47400,
Abb. 4. BAP-Dunkelkultur: EiweiBlkristall teilweise von einfacher Membran
umgeben, angelagert degeneriertes Membransystem. x 58500.
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Abb. 5. BAP-Dunkelkultur: Eiweikristall von einfacher Membran umgeben,
rauhes ER benachbart. x 40200,
Abb. 6. BAP-Dunkelkultur: Hadromparenchymzelle, Microbody mit benach-
bartem membranumgebenem FiweiBkristall. x 43700.

Abb. 7. BAP-Dunkelkultur: EiweiBkristall abgebaut (Perjodsiure 20 min,
Trypsin 14 h). x 42000.

Abb. 8. BAP-Dunkelkultur: EiweiBkristall (H,0, 20 min). x 60900.

Abb. 9. Ausschnitt von Abb. 8, Kiweiffkristall, Mafistab 0,1 pm. x 304000.

Abb. 10. BAP-Dunkelkultur: EiweiBikristall abgebaut (Perjodsiure 20 min,
Pepsin 14 h). x 60000.
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(GAILHOFER)

Abb. 11. BAP-Dunkelkultur: Parenchymzelle, EiweiBkristall im perinuklearem
Raum. Zk = Zellkern. x 60800.
Abb. 12. Kontrollkultur: Teil des Zellkernes, Nukleolus, Chromatin. x 18000.
Abb. 13. Kontrollkultur: Teil des Zellkernes, Invagination, Dictyosom einge-
schlossen. x 23400.
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Abb. 14. BAP-Dunkellkultur: Teil des Zellkernes, 2 Nukleolen durch eine Briicke
verbunden. x 23800.
Abb. 15. BAP-Dunkelkultur: Teil des Zellkernes, ringférmiger Nukleolus!
x 42000,
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