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Summary

THALER I. & GAILHOFER M. 1985. Cell inclusions in Scutellaria altissima. — Phyton
(Austria) 25 (2): 309-316, with 13 figures (5 plates). — German with English summary.

Dilated rER with enclosed filament-like structures are found in the mesophyll
and in the vascular parenchyma of young leaves of Scutellaria altissima. Intranuclear
crystals occur in the mesophyll cells too, mostly attached to the nucleoli. They seem to
be of lamellar organization. Elongated inclusions in the epidermal cells are built up
by filaments with globular elements of 10-12 nm in diaméter. 4 or 5 filaments form
tubuli-like structures separated by cytoplasmic substance. The elongated inclusions
were found to be pepsin and proteinase insensitive. .

The elongated inclusions of Scutellaria as well as the rhombic protein crystals of
Lilium tigrinum and the protein spindles of Valerianella truncata are not caused by
virus infection and react with mercurochrom indicating the presence of free SH-
groups. There is a clear distinction from the viral inclusions in both Zygocactus
truncatus and Phajus grandifolius, which do not react with the SH-reagens.

In spite of the fact that external symptoms of disease are recognizable in
Scutellaria altissima, never virus particles have been observed within the cells. Tt is
suggested that the inclusions are not caused by virus infection.

Zusammenfassung

THALER L. & GaILHOFER M. 1985, EinschlufSkorper in den Zellen von Scutellaria
altissima. — Phyton (Austria) 25 (2): 309-316, mit 13 Abbildungen (5 Tafeln). —
Deutsch mit englischer Zusammenfassung.

*) Prof. Dr. Irmtraud THALER, Doz. Dr. Manfred GAILHOFER, Institut fiir Pflan-
zenphysiologie der Karl-Franzens-Universitidt Graz, Schubertstrafie 51, A-8010 Graz
(Austria).
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Dilatiertes ER mit filamentartigem Inhalt kommt im Mesophyll und im Gef&B-
biindelparenchym der jungen Blatter von Scutellaria aitissima vor. Kernkristalle
kommen ebenfalls im Mesophyll vor, sie sind in der Regel dem Nucleolus angelagert
und scheinen lamelldr aufgebaut. Stabférmige Einschliisse in den Epidermiszellen
sind aus Filamenten mit globuldren Untereinheiten von 10-12nm ¢ aufgebaut;
jeweils 4-5 Filamente treten zu tubuliihnlichen Strukturen zusammen, zwischen
denen sich cytoplasmatische Anteile befinden. Der Abbau der Filamente mit Pepsin
oder Proteinase gelang nicht.

Die stabférmigen Einschliisse von Scutellaria geben gleich den rhombischen
Kristallen von Lilium tigrinum und den EiweiBspindeln von Valerianella locusta, die
nicht auf Viren zuriickgehen, mit Mercurochrom eine positive Reaktion auf freie SH-
Gruppen. Sie unterscheiden sich dadurch von den Viruseinschliissen von Zygocactus
truncatus und Phajus grandifolius, die mit dem SH-Reagens keine Reaktion geben.

Trotz duBlerer Krankheitssymptome konnten in den Zellen von Scutellaria nie-
mals Viruspartikeln beobachtet werden, die Einschliisse werden als nicht virusbe-
dingt angesehen.

Einleitung

In den Epidermiszellen der Blatter von Scutellaria altissima L. treten
stab- bzw. spindelférmige Einschliisse auf. Sie sind auffallend starr und
kénnen 6fters geknickt sein (WEBER 1955). Nur die Stdbe im Scutellum des
Kelches der abgebliihten Bliiten, wo sie besonders kraftig entwickelt sind,
geben eine eindeutige Millon- und Xanthoproteinreaktion. WEBER 1956
vermutet, daB die Stidbe in den Blattern wegen ihrer Zartheit keine Millon-
Reaktion erkennen lassen. Er findet in den Epidermiszellen der Blattober-
seite von Scutellaria drei verschiedene Formen von EiweiBeinschliissen:
Spindeln, Wiirfel und rhombische Kristalle. THALER 1955 nimmt an, daB es
sich bei den Spindeln von Scutellaria nicht um Viruseinschliisse handle,
weil sie immer auftreten, gleichgiiltig von welchem Fundort die Pflanzen
stammen. Sie kommen in drei sehr nahen verwandten Arten, S. rubicunda
WILLD., S. altissima L. und S. columnae ALL. vor, treten im normalen Stoff-
wechsel auf und werden als Artmerkmal aufgefaBt.

Scutellaria altissima-Pflanzen zeigen in Graz jedes Jahr Krankheits-
symptome, wie gelbe Flecken in den Interkostalfeldern und runzelige Ober-
fliche der Laub- und Hochblétter; sie bieten sich daher fiir eine gerauere
cytologische Untersuchung an.

Material und Methode

Fiir den lichtmikroskopischen Nachweis von Protein-SH-Gruppen und
nicht proteingebundenen SH-Gruppen wurde Mercurochrom (2,7-Dibrom-
4-hydroxy-mercurifluorescein Dinatriumsalz, Merck) verwendet. Die von
SCHEURINGER 1970 an Krebszellen erprobte Methode wurde von uns fiir
botanische Zwecke abgedndert. Handschnitte wurden bei 40° C in einer
1,107 M Mercurochromlésung (pH 7,1) 60 Minuten gefirbt, dann in Phos-
phat-Puffer gewaschen. Alle SH-haltigen Zellanteile erscheinen kirschrot.
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Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung wurden Laub-,
Hoch-, Kelch- und Bliitenblitter von Scutellaria altissima (Freilandpflan-
zen) verwendet. Die Gewebe wurden in 3%igem Glutardialdehyd, anschlie-
Bend in 1%igem osmiumtetroxid fixiert und in Epon eingebettet. Die mit
dem Reichert OmU2 hergestellten Ultradiinnschnitte wurden mit Uranyla-
cetat und Bleizitrat kontrastiert und im Siemens Elmiskop IA untersucht.
Fiir den cytochemischen Eiweifnachweis (vgl. MONNERON & BERNHARD
1966, GIESE 1971) wurden Schnittbidnder mittels Kunststoffschlingen
30 Minuten bei 37° C auf 5%iger Perjodsdure und nach griindlichem Wa-
schen mit aqua dest. auf 0,5% Pepsin (Boehringer Mannheim), gel6st in
0,1 M Cysteiniumchlorid (End-pH 2,2), oder auf 0,1% Proteinase K (Boeh-
ringer Mannheim), gelost in aqua dest. und mit HCI auf pH 5,0 gestellt, bis
zu 5 Stunden flottiert. Als Kontrolle fiir die Aktivitat des jeweiligen Enzym-
ansatzes diente der erfolgreiche Abbau von schon bekannten Eiweifein-
schliissen und der jeweilige Ansatz ohne Enzym.

Ergebnisse und Diskussion

Vorerst soll mit Mercurochrom nach der Methode von SCHEURINGER
1970 lichtmikroskopisch festgestellt werden, ob die Stéibe von Scutellaria
SH-Gruppen enthalten. Zum Vergleich wurden auch.die nicht virusartigen
EiweiBeinschliisse von Lilium tigrinum und Valerianella locusta sowie die
Viruseinschliisse von Zygocactus truncatus und Phajus grandifolius mit
diesem Reagens gepriift.

Mercurochrom, das sich fiir den Nachweis von Protein-SH-Gruppen
wie auch nicht proteingebundene SH-Gruppen. eignet, verursacht an den
stabformigen Einschliissen der Epidermiszellen von Laub-, Hoch-, Kelch-
und Blitenbladttern von Scutellaria altissima eine stark kirschrote Reaktion.
Dies 146t auf das Vorkommen von freien SH-Gruppen schliefen. Auch die
Zellkerne zeichnen sich durch eine starke SH-Reaktion aus. Wenn aufier
den freien SH-Gruppen auch noch maskierte vorhanden sind, werden diese
nach Behandlung des Eiweiles mit 6 M Harnstoff zuginglich und die
Farbintensitdt nimmt zu. Eine derartige Steigerung der Farbintensitat
wurde bei den Einschliissen von Scutellaria nicht festgestellt; sie verquellen
lediglich nach einiger Zeit. Es kann daraus geschlossen werden, daf3 keine
maskierten SH-Gruppen vorhanden sind. Werden die Mercurochrom ge-
farbten Schnitte von Scutellaria mit einer gesattigten Cysteinlosung behan-
delt, so wird durch das Uberangebot an SH-Gruppen der Farbstoff ver-
drangt und es tritt eine Entfarbung der Stébe auf.

EiweiBspindeln, die in den unteren Epidermen der Blétter verschiede-
ner Valerianella-Arten vorkommen und ein Gattungsmerkmal darstellen
(THALER 1954), geben mit Mercurochrom ebenfalls eine starke Reaktion.
Nach Behandlung mit 6 M Harnstoff tritt jedoch unter starker Quellung der
Spindeln eine Zunahme der Farbintensitit auf. Nach langerem Einwirken
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losen sie sich auf, wobei die Farbung erhalten bleibt. Die Spindeln von
Valerianella enthalten demnach sowohl freie als auch maskierte SH-
Gruppen. ‘

Auch die als Speicherstoffe aufgefaBiten rhombischen Kristalle der
Blitter und Friichte von Lilium tigrinum (THALER & AMELUNXEN 1975)
geben mit Mercurochrom eine positive Reaktion. Nach der Denaturierung
des EiweiBes quellen die Kristalle stark auf, wobei die Farbung erhalten
bleibt. Die Kontrollreaktion, Verdrangung der Farbung mit Cystein, ver-
lauft positiv.

Auffallend ist, daf die aus Viren aufgebauten Spindeln von Zygocactus
truncatus (AMELUNXEN & THALER 1967) und von Phajus grandifolius sowie
die X-Kérper dieser Pflanze (AMELUNXEN & al. 1959) mit Mercurochrom
auch dann keine Reaktion geben, wenn das Eiweil mit Harnstoff denaturi-
ert wird; wohl aber tritt eine kraftige Firbung des Cytoplasmas auf. Die
SH-haltige Aminosiure Cystein hat am Aufbau der Proteinhiille des Kak-
teenvirus und des Tabakmosaikvirus nur einen geringen Anteil (AMELUN-
XEN 1958). Ob bei allen Viruseinschliissen die Reaktion mit Mercurochrom
negativ ausfillt, miifite gepriift werden.

Die Epidermiszellen der Blitter von Scutellaria altissima enthalten
einen stabformigen Einschlufi, der die ganze Zelle durchzieht (Abb. 1). Er
liegt mit einer schmalen Berithrungsfldche dem Cytoplasmawandbelag an
und ist vom Tonoplasten umgeben. Der Stab ist aus verschieden dicken
Schichten aufgebaut, die durch Cytoplasma voneinander getrennt sind. In
diesem findet man Vesikel, zahlreiche Ribosomen und rauhes ER, das mehr
oder weniger aufgetrieben ist und fadenartige Strukturen enthilt (Abb. 2).
Selten sind Lipidkorper eingeschlossen; sie liegen meist am Rande des
Stabes (Abb. 3). Die Schichten scheinen aus parallel zur Léngsachse liegen-
den gewellten Strukturen aufgebaut. Im negativ kontrastierten Rohextrakt
der Blitter treten Filamente auf, deren globuldre Untereinheiten 10-12 nm
im Durchmesser betragen (Abb. 4). Die Querschnitte des Einschlusses sind
kreisrund bis oval und zeigen ein Punktmuster, das in manchen Bereichen
kubisch geordnet ist (Abb. 5). Der Durchmesser der Punkte stimmt mit den
globuldren Untereinheiten der isolierten Filamente tiberein. Manchmal fin-
det man Querschnitte mit tubulidhnlichen Strukturen von 30 nm Durch-
messer. Thre Wand besteht aus 4-5 punktformigen Untereinheiten (Abb. 6).
Es kénnten 4-5 Filamente zu tubulidhnlichen Strukturen zusammentreten.
In Abb. 7 ist ein geknickter Stab derart getroffen, dal der eine Teil quer, der
andere schrig angeschnittene ,,Tubuli“ erkennen l48t. In sehr jungen Blii-
ten- und Laubblittern treten in unmittelbarer Nihe des Stabes rauhes ER
und Dictyosomen auf, die zweierlei Vesikel abschniiren; grofie mit fadigem
und kleine mit dunklem Inhalt (Abb. 3). Die Behandlung des stabférmigen
Einschlusses mit den proteolytischen Enzymen Pepsin und Proteinase fithr-
te zu keinem Verschwinden der Strukturen, obwohl die Enzyme in parallel



Tafell

Abb. 1.'Se. altissima, Laubblatt: Epidermiszelle mit stabférmigem EinschluBl. Maf-
strecke 50 um.
Abb. 2. Kelchblatt, Epidermis: Teil eines lingsgetroffenen Einschlusses, durchzogen
von Cytoplasma. MaBstrecke 1 pm.
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Tafel II

Abb. 3. Sc. altissima, Bliitenblatt, Epidermis: Ende eines stabférmigen Einschlusses,
Dictoyosomen und rER. MaBstrecke 0,5 pm.
Abb. 4. Blatthomogenat, negativ kontrastiert mit 1% PWS, pH 7,0: filamentdse
Elemente aus Punkten aufgebaut (Pfeile). MaBstrecke 0,5 pum.
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Tafel ITT

Abb. 5. Sc. altissima, Kelchblatt, Epidermis: Querschnitt durch einen stabférmigen
Einschluff mit Punktmuster. Die Punkte sind manchmal kubisch angeordnet (Pfeil).
MafBstrecke 0,5 pm.

Abb. 6. Laubblatt, Epidermis: Cytoplasmastrang, 4 oder 5 kontrastreiche Punkte
bilden eine tubulusdhnliche Struktur. MaBstrecke 0,5 pm.
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durchgefiihrten Kontrollschnitten mit schon bekannten Eiweieinschliissen
wirksam waren.

AuBler diesen stabformigen Einschliissen in der Epidermis wurden im
Mesophyll und in den Parenchymzellen der Gefalbiindel junger Blitter von
Scutellaria altissima spindelférmige Einschliisse beobachtet. Sie kommen
oft zu mehreren in einer Zelle vor und scheinen nicht orientiert zu sein, denn
man findet sie am selben Schnitt quer- und langsgetroffen. Ihre Linge kann
bis zu 10 pm betragen, ihre Breite ist etwa 0,2 bis 1,7 um (Abb. 12). Es
handelt sich dabei um erweitertes rauhes ER, das manchmal mit dem
tubuldren rauhen ER in Verbindung steht. Sphérische Proteinkérper kom-
men in der Wurzel und in den Driisenzellen von Scutellaria vor (Arbeit in
Vorbereitung). Oft ist auch der perinukleare Raum aufgetrieben und enthalt
dann Filamente. Der Kern erscheint an der Stelle, an der die Filamente
anliegen, abgeflacht. Die Filamente sind immer parallel zur Lingsachse der
Spindel orientiert. Die Membran der Spindel ist eine ER-Membran, die von
zahlreichen, aus 12-13 Ribosomen gebildeten Polysomen besetzt ist. Im
Cytoplasma sind massenhaft Ribosomen zu beobachten, die manchmal auch
verklumpt erscheinen. In den Chloroplasten sind ebenfalls auffallend viele
Ribosomen zu sehen, die Thylakoide sind undeutlich, das Stroma erscheint
dunkel; Ausbuchtungen der &uBleren Plastidenmembran sind haufig.

Stark erweiterte ER-Zisternen mit Proteinfilamenten, -granula oder
-tubuli wurden fiir verschiedene Brassicaceen beschrieben (BONNETT &
NEwcoMB 1965, IVERSEN & FrLoop 1969, GAILHOFER, THALER & RUCKER
1979). Proteinreiche dilatierte Zisternen des rER gelten als taxonomisches
Merkmal der Capparales (vgl. BEHNKE 1977, 1978, JORGENSEN 1981). Es ist
bekannt, dafl dilatiertes rER mit tubulédrem Inhalt sowohl in gesunden als
auch in viruskranken Pflanzen von Thlaspi arvense, in diesen sogar noch
hiufiger, auftritt (HOEFERT 1975).

In anderen Familien auBerhalb der Capparales treten in bestimmten
Differenzierungsstadien oder in Driisenhaaren derartige Strukturen auf
(JORGENSEN 1981).

BEHNKE 1977 diskutiert einen Zusammenhang der proteinhaltigen zi-
sternen und Vakuolen mit der Lokalisation der Glukosinolate und der
Glukosidasen in diesen Pflanzen. Um welches Speicherprotein es sich bei
Scutellaria handelt ist unbekannt. Es stellt sich die Frage, ob ein Zusam-
menhang zwischen proteinhaltigen Zisternen und den héufig auftretenden
Flavonglucuroniden besteht. MoLiscH & GOLDSCHMIEDT 1901 haben mit
einer mikrochemischen Reaktion eine Substanz in den Blattern und Bliiten
von Scutellaria festgestellt, die sie Scutellarin nannten. Dieses Flavonglu-
coronid wurde aus verschiedenen Scutellaria-Arten isoliert (HEGNAUER
1966).

In den Kernen des Mesophylls, in denen dilatiertes ER mit Filamenten
enthalten ist, sind Kerneinschliisse nicht selten. Sie liegen héufig dem
Nucleolus an, der an dieser Stelle abgeflacht ist (Abb. 8). Ihre Linge betriigt
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etwa 1,8 bis 2,5 um, ihre Breite 80 bis 170 nm. Die Schnitte zeigen folgende
Muster:

1. Vier bis zehn stark kontrastierte Linien, die ca. 10 nm breit sind und
parallel zur Langsachse des Einschlusses verlaufen (Abb. 9).

2. Ein mehr oder weniger scharf begrenztes kubisch angeordnetes
Punktemuster (Abb. 10). Am selben Schnitt kénnen an dessen Stelle Strei-
fen auftreten, die senkrecht zur Langsachse liegen (Abb. 8).

3. Ein nicht scharf umgrenztes Streifenmuster mit zahlreichen Fehl-
stellen (Abb. 11).

4. Selten sieht man iiberkreuzende Streifen, die Rhomben bilden. In
den Schnittbildern Abb. 8, 10 und 11 ist die Schmalseite des Einschlusses
scharf begrenzt, in Abb. 9 die Léngsseite. Bei iiberkreuztem Muster ist keine
Seite scharf begrenzt. Ein Querschnittsbild konnte niemals gefunden wer-
den, was fiir eine eher flichige Gestalt des Einschlusses spricht. Dann
miBten die durchlaufenden Linien Lamellen entsprechen. Thre Unterein-
heiten sind anndhernd globuldr und in den einzelnen Lamellen iibereinan-
der angeordnet. Abb. 11 zeigt das Lamellenpaket offenbar schrig getroffen,
wofiir die groBere Breite des Schnittbildes spricht, die globuldren Unterein-
heiten bilden dann ein querverlaufendes Streifenmuster und der Rand ist
unscharf begrenzt.

Nach der von WERGIN & al: 1970 vorgeschlagenen Einteilung der Kern-
einschliisse aufgrund ihrer Feinstruktur, lassen sich die von Scutellaria am
ehesten dem lamelldren Typ zuordnen. Vergleichbare Kernkristalle sind von
SCHNEPF 1971 in den Driisenhaaren von Salvia glutinosa beschrieben. Nur
aus wenigen Lamellen bestehend treten sie auch im Cytoplasma auf. Ihre
Dicke von 10,5 nm ist gleich der der Lamellen der Kernkristalle von Melam-
pyrum nemorosum (AMELUNXEN & GIELE 1968) und von Scutellaria. Ahn-
lich strukturierte Kerneinschliisse in Catalpa bungei weisen aus globulédren
Untereinheiten aufgebaute Lamellen von 12,5 nm Dicke auf (HEINRICH

s
Tafel IV

Abb. 7. Sc. altissima, Kelchblatt, Epidermis: geknickter, stabformiger Einschluf}, der
eine Teil ist quer, der andere ist schriag getroffen. MaBstrecke 1 pum.

Abb. 8. Laubblatt, Mesophyll: Kerneinschlufi nahe dem Nucleolus, mit kubisch ange-
ordnetem Punktmuster und Streifenmuster senkrecht zur Lingserstreckung. MaB-
strecke 0,5 pm.

Abb. 9. Laubblatt, Mesophyll: Kerneinschluff mit Streifung parallel zur Lingser-
streckung. MaBstrecke 100 nm.

Abb. 10. Laubblatt, Mesophyll: Kerneinschlufi mit schwach ausgepriagtem kubischem
Muster. Mefistrecke 100 nm.

Abb. 11. Laubblatt, Mesophyll: Kerneinschluf mit Streifenmuster senkrecht zur
Langserstreckung. Mafstrecke 100 nm.
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Abb. 12. Sc. altissima, Laubblatt, Mesophyll: erweitertes rauhes ER, Filamente
enthaltend, Chloroplast. Mafstrecke 1 pm.
Abb. 13. Kelch, Schliefzelle: lamellenartige Einschliisse. Mafistrecke 0,5 pm.
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1972). Nach HESSE 1974 ist das Vorkommen von aus Lamellen aufgebauten
Kristallen auf die Scrophulariales und Lamiales beschrinkt.

Alle bisher beschriebenen Einschliisse sind wohl wegen ihres regelmé-
Bigen Auftretens, auch in Pflanzen verschiedener Fundorte, nicht durch
Viren bedingt.

Trotz dullerer Krankheitssymptome wie Ausbeulungen der Blitter und
Nekrosen in den Interkostalfeldern konnten wir in den Zellen niemals
Viruspartikeln sehen. Bei zwei verschiedenen Einbettungen fanden wir
allerdings in den Schlief- und Haarzellen lamellenartige Einschliisse
(Abb. 13); in den Haarzellen standen sie mit dem Plasmalemma in Verbin-
dung. Diese Einschliisse erinnern an die gemeinsam mit pinwheels auftre-
tenden Gebilde, die durch Potyviren hervorgerufen werden (vgl. MARTELLI
8 Russo 1977). In sehr alten Infektionen kénnen die pinwheels verschwin-
den, wihrend laminate Platten noch vorhanden sind. Typische pinwheels
konnten wir in Scutellaria nicht beobachten. NOME & al. 1974 geben an, daf}
durch verschiedene Viren der Potyvirus-Gruppe der Typ der Einschliisse
mit dem Alter der Infektion variiert. Ob die lamellenartigen Einschliisse in
Scutellaria virogen bedingt sind, mufl vorderhand noch offen bleiben.

Wir danken Herrn Ing. G. GRAGGABER fiir technische Assistenz.
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