— 297 —

Ergebnisse und Probleme der
Elektronenmikroskopie in der Botanik

von Michael Hesse, Wien

Die Botanik, die ,,scientia amabilis” der Humanisténr
und der Romantik, umfaBt heute verschiedenste
Organisationsbereiche der Pflanze: von der Zelle iiber
das Individuum bis hin zu ganzen Pflanzengesell-
schaften. Vor allem im Bereich des Kleinen und
Kleinsten hat die sublichtmikroskopische Forschung
in den letzten Jahrzehnten einen Wandel in unseren
Kenntnissen und Anschauungen hervorgerufen; seine
Auswirkungen sind aber auch in Forschungszweigen
zu spiiren, die man iiblicherweise nicht mit Ultra-
strukturforschung assoziiert.

Wohl am eindrucksvolisten erkennt man die ein-
getretene Verdnderung beim Vergleich zweier im
Abstand von einer Generation erschienenen Auf-
lagen eines botanischen Standardlehrbuchs, dem
,.Strasburger”. Die 27. Auflage (1951) brachte im
damals erstmals von DENFFER redigierten Kapitel
iiber die Morphologie der Zelle kein einziges
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EM-Photo und kein Schema, das auf den damals
publizierten Ergebnissen elektronenmikroskopischer
Forschung beruht hitte; sogar im Absatz iiber den
submikroskopischen Feinbau der ,,Zellulosezell-
membranen’’ (nach heutiger Nomenklatur sind es die
,,Zellulosezellwidnde”, da der Ausdruck ,,Membran”
eben durch EM-Forschung seinen Inhalt génzlich
veriandert hat; auch darin 148t sich der Wandel
erkennen) zitiert der Verfasser nur Ergebnisse von
Rontgenfeinstrukturuntersuchungen.

Derselbe Autor bringt in der 32. Auflage (1983) eine
Unzahl Photos und Schemata, die Ergebnisse der
Ultrastrukturforschung darstellen. Mit gutem Ge-
wissen ist zu behaupten, daB es in manchen
Wissensgebieten zu einem Umsturz in unseren
Anschauungen gekommen ist, ja daB manche
Forschungsdisziplinen ihre Existenz erst der
Elektronenmikroskopie verdanken. Noch 1950
wiren die mittlerweile zur Routine gewordenen
Methoden und die darauf basierenden vielféltigen
Resultate fast unvorstellbar gewesen. Durch die
mittlerweile bis zur Perfektion entwickelten Ultra-
diinnschnitt-Technik, durch den Einsatz des Raster-
Elektronenmikroskops (etwa seit 1965) und durch die
Entwicklung verschiedener analytischer Verfahren ist
die Briicke von der Lichtmikroskopie zur Rontgen-
feinstrukturuntersuchung bzw. zu biochem.-mole-
kularbiologischen Methoden geschlagen worden. Das
Ziel einer ,,Zellbiologie” im eigentlichen Sinne ist-
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somit erreicht! Heute gehoren elektronenmikro-
skopische Laboratorien (zumindest in Standard-
ausstattungen) zur Routineeinrichtung der biologi-
schen Hochschulinstitute. Die Geréte sind nicht nur in
so gut wie allen biologischen Fragestellungen ein-
setzbar, sondern in vielen Fallen dafiir unverzichtbar.
Eine moderne Zellbiologie kann ohne sie nicht mehr
betrieben werden.

Das vorliegende Referat kann naturgemif3 aus der
Fiille neuer Kenntnisse nur eine kleine Auswahl
.bringen und keinen Anspruch auf Vollsténdigkeit
erheben.

Die bedeutendsten Ergebnisse der Feinstrukturfor-
schung sind zweifellos in den Bereichen der Mikro-
morphologie erzielt worden — es darf aber nicht
iibersehen werden, daB so manche Frage nach der
Funktion einer Struktur bislang nicht oder nur
unbefriedigend beantwortet ist; hier liegt noch viel
Arbeit vor uns.

Das Transmissions-EM (der eine Haupttypus) 148t
zellmorphologische Strukturen erkennen. Die Pflan-
zenphysiologie hat davon in vieler Hinsicht profitiert
— beispielsweise die Stoff- und Energiewechsel-
physiologie: Die Rolle des Acetyl-CoA in den
Mitochondrien beim Lipidstoffwechsel ist nur ver-
stindlich durch eine detaillierte Kenntnis der
Mitochondrienstruktur und des Membranbaues.
Gleiches gilt sinngemaB fiir Fettsduren, die in
Chloroplasten und im Cytoplasma auftreten; auch
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dabei waren Detailkenntnisse der Membranstruk-
turen sehr hilfreich. DaB der Mineralstoffwechsel
generell iiber ,,Carrier’-Membransysteme verlduft,
daB die Reaktionsschritte der Auto- und Hetero-
trophie ganz unmittelbar und generell mit den
Membranen der Chloroplasten und Mitochondrien
verkniipft sind, wissen wir ebenfalls nur aus For-
schungen iiber die Elementarmembran. Ebenso ist
das Kapitel der Stoffausscheidungen (Sekretion und
Exkretion) eng mit unseren Vorstellungen iiber
,unit-membranes” verbunden. Aus der Entwicklungs-
physiologie sind Untersuchungen iiber Formwechsel-
Strukturen zu nennen: Vorgiange bei der Bildung
einer neuen Zellwand, ferner Self-Assembly und
Dis-Assembly-Prozesse, Struktur und Funktion von
Mikrotubuli, Mikrofilamenten und dgl. Weiter unten
werden wir auf einige dieser Strukturen noch im
Detail eingehen.

Das zweite groBe Gebiet der Botanik neben der
Pflanzenphysiologie, die Morphologie und Systematik
i. w. S., hat zweifellos in erster Linie vom anderen
Grundtypus des Elektronenmikroskops, dem Raster-
Elektronenmikroskop, profitiert. Stellvertretend fiir
andere Gebiete seien genannt die Cuticularanalyse,
die Palynologie, die SproBmorphologie. Dic gleich-
zeitige Verwendung des Transmissions-Elektronen-
mikroskops ist aber in allen Fallen — dies muB betont
werden — nicht nur niitzlich, sondern oft unum-
ganglich, da Aussagen iiber Oberflichen mit
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Aussagen iiber den Zellinhalt in Ubereinstimmung
gebracht werden miissen.
Nach diesem allgemeinen Uberblick nun einige
spezielle Kapitel im Detail. Die feinstrukturelle
Untersuchung der pflanzlichen Zelle im Allgemeinen
und der Zellorganellen im Besonderen erbrachte ein
wesentlich besseres Verstdandnis der Morphogenese
und der Zusammenhinge der einzelnen Zellbestand-
teile. Das Erscheinungsbild des Zellkerns ist im
TEM-Ultradiinnschnitt einerseits vom jeweiligen
Entwicklungsstadium, andererseits aber auch von der
jeweils angewendeten Préparationstechnik abhangig.
Davon abgesehen liberraschte vor allem die Kern-
hiille durch ihren Bau: sie besteht im Wesentlichen
aus 2 parallelen, meist kontinuierlichen Membranen,
. die den Bereich des Kernmaterials gegen das
Cytoplasma abgrenzen. Unser Wissen um die Dicke
der Membranen, um ihren asymmetrischen Aufbau,
um ihren Abstand voneinander und vor allem um das
Auftreten von komplex gebauten Poren in dieser
Kernhiille verdanken wir nur dem Elektronen-
‘'mikroskop. Die bereits friihzeitig gewonnene Ein-
sicht, dal Kernhiille und Endoplasmatisches Reticulum
miteinander in Verbindung stehen, fiihrte — nach der
Entdeckung weiterer Verbindungswege des ERs mit
anderen Zellorganellen — zur Annahme der
ginzlichen Kompartimentierung der Zelle.
Leider hat das EM unsere Kenntnisse iiber den
Feinbau anderer Bestandteile des Zellkerns nicht
annidhernd so stark bereichert; dies liegt wohl an den
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nicht addquaten Strukturerhaltungen durch die
Fixierung. Beispielsweise hat die Elektronenmikro-
skopie das Problem der dreidimensionalen Anord-
nung bzw. Funktionsweise der vererbungsaktiven
Abschnitte im Chromosom noch nicht 16sen konnen.
Uberhaupt brachten EM-Untersuchungen des gene-
tischen Materials bislang nicht allzuviele und noch
dazu manchmal kontroverse Ergebnisse; einzig die
Spindelfasern der Meiose und Mitose sind als dhnlich
den cytoplasmat. Tubuli (siche unten) erkannt
worden. Im Gegensatz dazu sind Fortpflanzungszellen
in ihrer Gesamtheit aber heute doch viel besser
bekannt als noch vor einer Generation — nicht nur bei
Algen, Pilzen, Moosen und Farnen, sondern vor allem
bei Bliitenpflanzen ist speziell der ménnliche Fort-
pflanzungsapparat (Mikrosporen und Pollenkorner,
siche unten) untersucht worden, wogegen das
weibliche Gegenstiick (wegen groBerer pripara-
torischer Probleme) weit weniger gut bekannt ist.
Auch hier sind Riickstédnde aufzuholen.

Plastiden sind bekanntlich ein spezifischer Bestandteil
pflanzlicher Zellen (sie fehlen lediglich Pilzen und
Bakterien). Ahnlich wie die Mitochondrien sind sie
von einer Doppelmembran umgeben. Die innere und -
die duBere Membran unterscheiden sich nicht nur
morphologisch (Dimension), sondern auch physio-
logisch (Enzymausstattung, Lipidkomponenten). Der
Substanz- und der Ionentransport verlduft bei den
Chloroplasten iiber die Thylakoidmembran und die
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Chloroplastenhiille in verschiedenen Richtungen, je
nach Belichtung oder Verdunkelung.

Auffallenderweise unterscheiden sich pflanzliche
Mitochondrien von tierischen vor allem in Details der
Atmungskette, was vermutlich auch auf die lange
zuriickliegende Trennung von ,,Pflanze’ und ,,Tier”
zuriickzufiihren ist.

Der Aufbau der Dictyosomen (,,Golgi- Apparat’) aus
Lamellenstapeln ist im Ultradiinnschnitt sehr
variabel, jedoch durch seine spezielle rdumliche
Struktur und vor allem Funktion begriindet. Im
tibrigen ist der Feinbau der groflen Organellen
(Chloroplasten, Mitochondrien, Dictyosomen) so
allgemein bekannt, daB hier nicht naher darauf
eingegangen werden soll. Daneben treten in fast allen
Zellen kleine Zellorganellen bzw. Zellbestandteile
auf, deren Existenz eigentlich erst durch das EM
bekannt geworden ist. Lysosomen, Peroxysomen,
Microbodies sind im LM nicht erkennbar; im
Gegensatz dazu waren die Mikrofilamente i.w.S.
schon aus der Zeit der Lichtmikroskopie zwar noch
nicht bekannt, ihre Existenz jedoch mit Hilfe
indirekter Methoden zwingend nahegelegt worden.
So wie die anderen kleinen Zellorganellen sind die
- Microbodies nur von einer Membran umgeben und
enthalten oft sog. ,,Biokristalle” (Proteine mit
Enzymkomplexen, z. B. Catalase).

Die Ribosomen, ebenfalls essentieller Bestandteil
jeder Zelle, sind nicht von einer Membran umgeben.
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Sie sind der Ort der Polypeptidsynthese. Jedes
Ribosom ist aus 2 verschieden geformten Unterein-
heiten aufgebaut, die mit der Funktion der
Ribosomen im Zusammenhang stehen. Die Gro8e der
Ribosomen-Untereinheiten ist bei verschiedenen
Organismen und selbst bei verschiedenen Organellen
ganz unterschiedlich; daraus hat man bedeutsame
Hinweise auf Evolution und Systematik abzuleiten
versucht. Man kennt heute im wesentlichen 3 Klassen
von Ribosomen: 1. Bakterielle Ribosomen, die im
Prinzip auch in Plastiden und Mitochondrien
auftreten, 2. plasmatische Ribosomen bei Tieren und
3. plasmatische Ribosomen bei Pflanzen. Die
angefiihrten Ribosomentypen unterscheiden sich
nicht nur in Groe, Sedimentationsgeschwindigkeit in
der Ultrazentrifuge und Proteingehalt, sondern auch
in funktioneller Hinsicht. -

Eine ganz besondere plasmatische Struktur stellen die
Mikrotubuli bzw. Mikrofilamente dar; sie wurden erst
nach der Einfilhrung der Glutaraldehydfixierung
(ca. Beginn der 60er Jahre) entdeckt. Sie treten so gut
wie in allen Eukaryontenzellen auf, nicht jedoch in der
Prokaryontenzelle, was zu Spekulationen iiber
Phylogenese im Allgemeinen und iiber den Symbion-
tencharakter der Mikrotubuli Anla gab (eine
Parallele zur Symbiontentheorie fiir Plastiden und
Mitochondrien in den Zellen der Eukaryotischen
Pflanzen). Die Mikrotubuli (MT) bestehen im Prinzip
aus 2 Proteinen, dem a- und dem g-Tubulin.
Mikrotubuli sind unter Umsténden millimeterlange,
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rohrenformige Strukturelemente mit einem AuBen-
durchmesser von ca. 24 nm und einem Innen-
durchmesser von ca. 15 nm. Sie sind im Cytoplasma
und im Zellkern, nicht jedoch in den Plastiden,
Mitochondrien und Dictyosomen zu finden. Die
Wand des MT besteht aus 12 - 13 langsorientierten
Protofilamenten oder (je nach Herkunft bzw.
Priparationstechnik!) aus 1 - 4 helikal angeordneten
aufgewundenen Filamenten. Ein einzelnes Protofila-
ment besteht aus perlschnurartig angeordneten
globuldren Untereinheiten mit einem Durchmesser
von ca. 4 nm.

Benachbarte Protofilamente liegen ca. 5 nm auseinan-
der und sind in Langsrichtung ca. 1 nm gegeneinander
verschoben. Jedes Protofilament ist aus Doppel-
molekiilen aufgebaut und setzt sich — wie erwdhnt —
aus 2 verschiedenen, einander aber sehr dhnlichen
Proteinen, dem a- und dem f-Tubulin zusammen.
Je 1 Molekiil a- und $-Tubulin bilden zunéchst ein
Dimer. Die Dimere heften sich einander und bilden
Ringe oder Spiralen. Sodann entstehen blattartige
Strukturen aus Ketten von Protofilamenten, die sich
zu einer Rohre einrollen konnen. Diese Rohren sind
geringfiigig in Langsrichtung versetzt, so daB im
Querschnitt ein Spiralmuster entsteht. Jede Spiral-
windung enthilt: 13 Untereinheiten, die 13 Proto-
filamenten entsprechen.

Die MT stellen ,,Zellgeriiste’’ dar. Sie bilden aber
nicht so sehr ein starres Skelett, sondern ein instabiles
Geriist, denn sie konnen innerhalb ganz kurzer Zeit in
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ihre Untereinheiten zerfallen, aus denen sich oft ganz
neue Strukturen bilden. Neben den Mikrotubuli
enthilt das Cytoplasma weitere aus Protein be-
stehende Fasern. Die diinnsten bestehen aus dem
kontraktilen Protein Aktin und heien Mikrofila-
mente. Sie sind schlanker als die Mikrotubuli, jedoch
viel stabiler. Neben der Funktion als Skelettstruktu-
ren haben sowohl Mikrotubuli als auch Mikrofila-
mente als 2. wichtige Funktion die einer Leitstruktur:
Sie treten bei GeiBeln und Wimpern als ,,Gleit-
schienen” auf, sind am Stofftransport in der Zelle
beteiligt, treten gehduft in Sekretionszellen auf und
spielen vor allem bei der Kernteilung eine ganz
wesentliche Rolle (Spindelfasern!). Weiters sind
insbesondere die MT an Assembly- und Disassembly-
prozessen, und somit an Morphogeneseprozessen
ganz unmittelbar beteiligt. Bei den Morphogenese-
prozessen handelt es sich einerseits um die Ausbil-
dung permanenter Strukturen (z. B. Centriolen) oder
um transitorische Differenzierungen mit relativ
kurzer Lebensdauer (Spmdelapparat bei Mitose und
Meiose).

Derzeit ist noch nicht zu erkennen, ob die sog.
,Mikrotrabekelstruktur” des Cytoplasmas und aller
(groBen) Organellen ein ,,Systemartefakt” darstellt
oder eine Grundeigenschaft der Zelle ist. Sie ist nur im
Hochstspannungs-EM  (ca. 1000 kV . gegeniiber
ansonst gebriuchlichen 60 - 150 kV im konventio-
nellen TEM) darstellbar, ist nicht mit der Membran-.
Kompartimentierung (siche oben) zu vergleichen,



— 307 —

sondern stellt vermutlich ein Netzwerk aus ,,Zell-
grundbestandteilen” dar. Wir werden darauf noch
kurz zuriickkommen.

Einen gesicherten Erkenntnisfortschritt erbrachte die
EM schon in den 50er Jahren in Bezug auf die mikro-
fibillire Struktur der Zellulosezellwand. Vor der
Anwendung der Elektronenmikroskopie konnte man
polarisationsoptisch und spiter durch Rontgen-
beugung eine kristalline Struktur der Zellulose in den
Zellwidnden nachweisen: Diese Mikrofibrillen waren
unter den ersten biologischen Objekten, die in den
friihen 50er Jahren — also noch vor dem methodi-
schen Durchbruch in der Ultradiinnschnitt-Technik,
der erst in der zweiten Hilfte des Jahrzehnts mit dem
Einsatz des Diamantmessers bzw. neuer Einbettungs-
kunststoffe eintrat — mit Hilfe von schragbedampften
Direkt- oder Abdruckpréparaten anschaulich darge-
stellt werden konnten. Aber erst die Ultradiinn-
schnitte lieBen die Mikrofibrillen als morphologische
Grundeinheit der Zellwand erkennen. Weiters waren
die Lamellenstruktur der Zellwénde und die Fein-
struktur der Plasmodesmen im Prinzip schon vor der
Ara des Elektronenmikroskops durch detaillierte
LM- bzw. RoOntgenbeugungsuntersuchungen be-
kannt; anschauliche Abbildungen und eindeutige
Aussagen konnten aber erst mittels Gefrierdtzung
bzw. Ultradiinnschnittauswertung gewonnen werden.
Bekanntlich erfolgt die Bildung der Tochterzellwand
erst nach der Mitose (widhrend und nach der
Telophase). Nur das TEM 148t die Vesikelbildung und
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den Spindelfasernkomplex (,,Phragmoplast”) er-
kennen. Der Vesikelkomplex (die ,,Zellplatte™)
entstammt dem Golgi-Apparat, dessen Prinzip
(,,Plattchenbildung™ bei manchen Algen) schon im
LM bekannt war, dessen Formverianderlichkeit und
Funktion aber erst die Ultrastrukturforschung doku-
mentierte.

Vorlidufig nicht oder nur unvollstdndig sind Fragen der
Synthese und dem Abbau akkrustierter bzw.
inkrustierter Wandsubstanzen wie etwa Sporopollen-
in, Wachs u. a.. Vorgiinge in einem belebten System
konnen — methodisch bedingt — durch ,,Moment-
aufnahmen” allein, wie sie elektronenmikroskopische
Photos darstellen, ohne Zusatztechniken, wie etwa:
Autoradiographie, nur schwer nachvollzogen werden.
Davon abgesehen sind Fragen nach Bau, Entstehung
und Funktion der Pollenkornwand eng mit denen der
iiblichen Zellulosezellwand verwandt. Wir betreten
damit ein weites Gebiet, das mit zwei Schlagworten
(Mikrosporogenese und Palynologie) nur approxi-
mativ eingegrenzt werden kann. In den letzten Jahren
hat die Elektronenmikroskopie gerade auf dem
Gebiet der Palynologie nachgerade stiirmische
Weiterentwicklungen gebracht. Vor allem die asthe-
tisch ansprechenden, ungemein anschaulichen
Raster-Elektronenmikroskop-Abbildungen - reifer
Pollenkérner mit ihrer ungeheuren Vielfalt in Form
und Skulptur haben letztlich Riickwirkungen auf die
heterogensten Wissenschaftsrichtungen. Somit stellt
die moderne Ultrastruktur-Palynologie ein exzellen-
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tes Beispiel fiir den Aufbruch der ,,Grundlagen-
forschung” aus dem vielzitierten elfenbeinernen
Turm dar, da diese Untersuchungen enorme Aus-
wirkungen auf Angewandte Wissenschaftszweige
(Erdolgeologie oder Allergenforschung in der
Medizin) haben; sogar so weit entfernte Gebiete wie
Archédologie und Kriminalistik profitieren durch
exakte Nachweismoglichkeit von Pollentypen. Dies
zeigt, daB ein Uberbetonen etwa der Zweckforschung
zugunsten der Grundlagenforschung génzlich verfehlt
wire (Die ,,Viter” der Elektronenmikroskopie
stammten bezeichnenderweise einerseits aus Hoch-
schulinstituten, andererseits aber aus der Industrie,
und ihr Zusammenwirken erbrachte vor etwa einem
halben Jahrhundert das erste brauchbare kommer-
zielle Elektronenmikroskop gegen die Widerstande
sowohl der Firmenleitung als auch der damaligen
Hochschulbehorde).
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Die graphische Darstellung erldutert den Fortschritt
unserer Kenntnisse in Bezug auf den prinzipiellen Bau
der Pollenwand. Erst durch die Elektronenmikro-
skopie sind Form, Abmessungen, Faltelungen, Per-
forationen des Tectums (T), der ,,Sdulchen” (Colu-
mellae C) und der Basalschicht (B) genau bekannt
geworden. Dariiber hinaus bieten die verschiedenen
Elektronenmikroskopie-Techniken Aufschliisse iiber
Keimungsverhalten, Fertilitatsstorungen etc. etc., also
ebenfalls nicht nur ,,reine Wissenschaft””, sondern
durchaus handfeste, wirtschaftsbezogene Erkennt-
nisse.

Uber soviel ,,Erfolgsmeldungen” diirfen aber keines-
falls die derzeit (und wahrscheinlich noch lingere
Zeit) ungelosten Probleme prinzipieller Natur in der
Ultrastrukturforschung vergessen werden. Es handelt
sich dabei um Begrenzungen, die im Verfahren selbst
liegen, also nicht oder nur schwer zu iiberwinden sind.
Es ist prinzipiell nur ,,totes” Material der Unter-
suchung zuginglich, selbst moderne Tieftemperatur-
Methoden miissen mit einem Stop der Lebens-
vorgéinge rechnen. Damit ist zugleich die Frage nach
der ,,Artefaktbildung” angesprochen: beobachten wir
das Abbild der Realitdt, oder sind es mehr oder
weniger gravierende, systematisch auftretende Fehl-
beobachtungen? Ebenso ist es uns — wie oben
angedeutet — verwehrt, Bewegungsabldufe zu
beobachten. Die Dynamik des Lebendigen wird in
den statischen Momentaufnahmen, die uns vor allem
das TEM beschert, fast bis zu Unkenntlichkeit
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abgeschwicht. Umgekehrt ausgedriickt: die Abldufe

lebendigen Geschehens wiren uns durch die EM-

Verfahren allein ritselhaft und verborgen geblieben.

Was ist aus heutiger Sicht noch von der Elektronen-

mikroskopie zu erwarten?

1. Erarbeitung neuer Methoden und Verfahren:
beispielsweise  Tieftemperaturmethoden, die
Fixierung- und Artefaktprobleme reduzieren
konnten, aber auch Rekonstruktion dreidimensio-
naler Gebilde mit Hilfe der Datenverarbeitung
(mit Ausnahme der derzeit noch etwas problema-
tischen High-Voltage-EM in der Biologie ergeben
TEM-Beobachtungen und Photos im wesentlichen
nur zweidimensionale Ansichten).

2. Kniipfung von Querverbindungen zu anderen
Disziplinen. Die Elektronenmikroskopie ist eine
per se interdisziplindre Methode, eine Summe von
Verfahren. Nur so wird es wie in den vergangenen
Jahrzehnten zu manchmal spektakuldren, epocha-
len neuen Einsichten und katalogisierten Einzel-
len neuen Einsichten kommen konnen. Die Fragen
nach der Funktion der vielen beobachteten und
katalogisierten Einzelheiten sind noch lange nicht
befriedigend beantwortet. Hier liegt die Zukunft
verborgen.
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