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EINLEITUNG

Holmes’ ribgrass strain von Tabakmosaikvirus oder kurzum Holmes’ ribgrass
virus (HRYV) ist in verwandtschaftlichen Beziechungen von dem gewdhnlichen Stamm
des Tabakmosaikvirus (TMYV) so sehr entfernt, dess das HRYV fiir eine besondere
Virusart betrachtet werden kann [6]. Wie Goldin [2], Milici¢ [8] und Jureti¢ u. a. [4].
festgestellt haben, bildet das HRYV intrazellulare kristalline Einschliisse nicht in
Form von hexagonalen Prismen, die fiir den gewohnlichen und fiir manche andere
TMV-Staimme charakteristisch sind, sondern solche in Form von sog. rundlichen
Plittchen. Die Struktur dieser Plittchen ist jener der hexagonalen Prismen so
dhnlich, dass bei den HRV-Wirtspflanzen die Prismen durch die rundlichen Plat-
tchen ersetzt zu werden scheinen [9].

In den mit HRYV infizierten Tabakzellen haben Milici¢ u. a. [9] noch eine beson-
dere Erscheinung beobachtet. Bei Zusatz von Pikrinsdure entsteht in ihnen eine
charakterisische Kontraktion des Zellsaftes, die besonders schon an der Blattepi-
dermis — und Haarzellen studiert werden kann. Die Kontraktion kann gewohn-
lich nur in jenen Blattbereichen wahrgenommen werden wo die rundlichen Plat-
tchen reichlich anwesend sind, nicht aber in anderen Bereichen. Sie entsteht auch
in den mit gewohnlichem TMYV-Stamm infizierten Tabakzellen, der Prozess aber
verlduft in diesen Zellen nicht so regelmasing wie in jenen, die mit HRV infiziert
sind. Zum Unterschied davon bleibt die Kontraktion des Zellsaftes bei ganz gesun-
den Tabakpflanzen vollig aus.

Dieser Kontraktionsprozess dhnelt sehr den in Boraginaceen- Bliiten entstan-
denen Veridnderungen, die entweder spontan erscheinen oder durch Siduren und
durch Vitalfirbung induziert werden konnen [3, 5]. Der Prozess verlaiift in der
Weise, dass sich der Zellsaft nach dem Zusatz von Pikrinsdure zuerst in zwei Phasen
verteilt, und zwar in eine feste Phase und eine fliissige Phase. Dann kontrahiert
sich die feste Phase allmihlich, dabei daurend die verkleinerte Form der Zelle
behaltend, in der sie sich befindet (Abb. 1). Ausserdem wird aus der festen Phase
wahrend der Kontraktion eine fliissige Phase ausgeschieden, die dann den Raum
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zwischen dem kontrahierten Zellsaft und den wandstindingen Protoplasmabelag
ausfiillt. Wahrend der Kontraktion behdlt der Protoplasmabelag weiter seine
Stelle an der Zellwand und &andert sein Volumen nicht. Viele Autoren meinen,
dass es sich bei diesem Prozesse um.echte Synarese handelt (vgl. [12]).

Abb. 1. Verlauf der Kontraktion des Zellsaftes in einer mit HRV infizierten Haarzelle von

Nicotiana tabacum. a — lebendige Zelle vor Behandlung mit Pikrinsdure, b — unter dem

Einfluss des Reagens beginnt sich Zellsaft zu kontrahieren, ¢ — Endstadium der Kontrak-
tion. Nach Milici¢ u. a. [9].

Wie bekannt, entsteht eine synéretische Kontraktion nur in jenen kolloidalen
Losungen’ die einen Gel-Charakter besitzen. Dass der Zellsaft in den mit HRV
infizierten Tabakzellen Eigenschaften der Gele manchmal besitzt, haben Mili-
cié¢ u. a. [9] gezeigt. Ausserdem wurde von diesen Autoren eine Reihe von mikro-
chemischen Reaktionen ausgefiihrt, auf Grund dessen angenommen werden konnte,
dass die kontrahierte Vakuole Eiweisstoffe enthilt. Die vorliegenenden Unter-
suchungen bringen weitere Beitrige zur Kenntnis der Vakuolenkontraktion HRYV-
-infizierter Pflanzen.

MATERIAL UND METHODE

Die vorliegenden Untersuchungen wurden hauptsichlich mit dem Isolat HRV-Y
durchgefiihrt, dass nach den Befunden von Jureti¢ u. a. [4] dem typischen HRV
nahe verwandt ist, Fiir Vergleichszwecke beniitzten wir das gewohnliche TMV
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und das typische HRYV, die uns Herr Dr J. Bréak (Prag) liebenswiirdigerweise
zur Verfiigung gestellt hat.

Die Kontraktion wurde durch eine gesattigte wassrige Losung von Pikrinsiure
hervorgerufen, die direkt den lebendigen Fliachenschnitten zugesetzt wurde. Die
hier beigefiigten Zeichnungen wurden mit Zeichenapparat ausgefiihrt.

Fiir elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden kleine Blattstiicke in
eine mit Cacodylat (pH 7,2) gepufferten 3%, Glutaraldehyd-Losung fixiert, mit
gepufferter 1%, OsO,-Losung postfixierung und in Araldit eingebettet. Die Schnitte
wurden zuerst mit 5% Uranylacetat-Lésung und dann mit Bleicitrat [11] kontrast-
iert. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem Siemens Elmi-
skop I des Biologischen Institutes der Universitit Zagreb gemacht.

ERGEBNISSE

Die unter dem Einfluss der Pikrinsiure entstandene Zellsaft- Kontraktion lasst
sich lichtmikroskopisch leicht verfolgen. Sobald diese Losung in die Zelle eindringt,
verliert der Zellkern seinen hyalinen Charakter und wird stdrker lichtbrechend.
Gleichzeitig dndern sich stark auch die rundlichen Plédttchen: sie zerfallen in mehrere,
haufig nadelartige Teile. Erst spiter verandert sich auch der Zellsaft, der under
dem Finfluss des Reagens feinkdrnig und gelbbraun wird. Unmittelbar nachher
sondert sich die feste Phase von dem Tonoplasten ab und beginnt sich gegen die
Zellmitte zu kontrahieren. In der Abb. 1 ist der Verlauf des Kontraktionsprozesse
dargestellt. Die Kontraktion dauert verschiedenartig lang, gewdhnlich weniger
als 7 Minuten. Verlauft dieser Prozess weniger regelmassig, so dauert er meistens
linger. Bei den regelmissigen Kontraktionen konnten wir durch Vermessung fest-
stellen, dass sich die feste Phase anfangs schneller kontrahiert, spdter allméhlich

langsamer (Abb. 2).
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Abb. 2. Verkiirzung der festen Phase in vier verlingerten Haarzellen wihrend des Kontrak-
tionsprozesses. Ordinate: Lange des Gels; Abszisse: Dauer des Prozesses.
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Unter den regelmissigen Kontraktionen verstehen wir solche Prozesse, bei
denen sich die feste Phase in allen Richtungen gleichméissig kontrahiert, so dass
sie dauernd die Form ihrer Zelle behélt. Manchmal entstehen auch unregelméissige
Kontraktionen, die sich besonders in verlingerten Zellen gut beobachten lassen.
Hierbei kontrahiert sich die feste Phase hauptsichlich seitlich, d. h. sie verjiingt
sich, wobei sie sich gar nicht oder nur sehr wenig verkiirzt. Die Folge der unregel-
massigen Kontraktion ist, dass die kontrahierte Phase die Form der Zelle nicht
beibehilt, sondern die Form einer engen sich ldngs der ganzen Zelle erstreckenden
Schnur annimmt.

In den meisten Fallen aber gehort die Kontraktion dem regelméissigen Typus
an. Dass hier die feste Phase die Form der Zelle gut bewahrt, ist bei den gewohn-
lichen Haaren besonders schon zu sehen, weil bei ihnen die Spitzenzelle kegelf6rmig
ist und die anderen Zellen zylinderférmig sind. Nach der Kontraktion nehmen
auch die kontrahierten Gele charakteristische Formen dieser Zellen an (Abb. 3b).
Die Bewahrung der Form ist auffallend auch bei jenen Epidermiszellen, die wel-
lenformige Seitenwédnde besitzen (Abb. 34, e).
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Abb. 3. Abhingigkeit der Form des kontrahierten Gels von der Zellform. a—c — Haarzellen,
d — epidermale Zelle von Nicotiana tabacum, e — epidermale Zelle von Ciphomandra betacea.
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Bei der Kontraktion teilt sich meistens die feste Phase an allen Stellen vom
Tonoplasten leicht ab, so dass sie endlich in die Mitte der Zelle gelangt (Abb. 3).
Wenn aber der Kontakt zwischen dem Tonoplasten und der festen Phase an einer
Stelle etwas enger ist, kann die Phase an dem wandstandigen Protoplasma bleiben.

Schon frither haben Milicié u. a. [9] auf Grund des Ausbleibens der Brown-
schen Bewegung bei den in Vakuolen befindlichen Calciumoxalat-Kristallen ge-
schlossen, dass sich der Zellsaft der kontraktionsfahigen Zellen im festen Gel-
-Zustand befindet. Dass dieser Zell-,,Saft” wenigstens nach der Einwirkung der
Pikrinsdure gallertig wird, ist daraus ersichtlich, dass er wahrend der Kontraktion
den verkleinerten Umriss der Zelle dauernd behalt. Wenn die kontrahierende
Phase fliissig wire, miisste sie frither oder spiter eine rundliche Form annehmen.
Sie ist nimlich von allen Seiten mit einer wahrigen Losung umgeben, die nicht
verhindern kann, dass die Oberflichen-Spannungskrifte diese Phase abrunden.
Demzufolge, wenn diese Phase fliissig ware, wiirde sie sich wie ein Oltropfen ver-
halten, der infolge der Oberflichen-Spannungskrifte im Wasser eine rundliche
Form annimmt.

Um weitere Beweise zu bringen, dass sich der Zellsaft manchmal im Gel-Zu-
stand befindet, wurde folgender Versuch ausgefiihrt. Als Objekt dienten uns die
verlingerten unter den Hauptnerven, gestellten Blattepidermiszellen von Nicotiana
tabacum (White Burley). Es wurden zuerst diinne, einige mm? grosse Flichen-
schnitte bereitet. Jeder Schnitt wurde dann wieder mit vertikal orientiertem Messer
halbiert und nach kurzer Zeit in die Pikrinsdure gelegt. Es wurde dabei festgestellt,
dass die Kontraktion nicht nur in den intakten, sondern auch in den stark bes
schadigten Zellen, die beim Schneiden halbiert wurden, entsteht (Abb. 4). Dieser
Versuch zeigt, dass der Zellsaft gallertig ist, weil ein flussiger Zellsaft aus den zer-
schnittenen Zellen ausflessen wiirde.

Die angefiihrten Versuche wurden meistens mit N. tabacum ausgefiihrt. Es wurde
aber festgestellt, dass es such in den Blattern von Petunia hybrida und Ciphomandra
betacea zu einer Kontraktion unter dem Einfluss von Pikrinsdure kommt. Es ist
wahrscheinlich, dass dieser Prozess auch bei vielen anderen HRV-Wirten vorkom-
men kann. Die Kontraktion wurde bischer nur in den Epidermis- und Haarzellen
von Blattern beobachtet.

Milicié u. a. [9] haben auf Grund des positiven Ergebnisses einiger Reaktionen
konstatiert, dass die kontrahierte Phase Eiweisstoffe enthdlt. Nachtriglich haben
wir einen Verdaunugsversuch mit Pepsin ausgefiihrt, wobei festgestellt wurde,
dass sich das kontrahierte Gel im Pepsin nach Zeit 16st, wihrend es im Kontrol-
Iversuch ohne Pepsin ginzlich ingeldst bleibt. Ausserdem lasst sich das Gel in
einer 2% KOH-Losung 16sen. Auch diese positiven Versuche zeigen, dass sich im
Gel Eiweisstoffe befinden.

Auf Grund des positiven Ergebnisses dieser Reaktionen und des Umstandes,
dass in gesunden Kontrollpflanzen keine Kontraktion vorkommt, sondern nur
in infizierten Pflanzen, und zwar ausschliesslich in jenen Bereichen, wo die Virus-
konzentration hoch ist, konnte vermutet werden, dass da Virus die direkte oder
indirekte Ursache des Prozesses ist [9].
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Abb. 4. Epidermis von Nicotiana tabacum. Nach dem Durchschneiden der kontrahierten
Phase fliesst der Zell, ,,Saft” nicht aus.

Um einen Einblick in den Feinbau der Zellen mit kontrahierenden Zellsaft
zu bekommen, wurden ultradiinne Schnitte durch die Epidermis der mit HRV
infizierten Tabakblattern hergestellt. Die Schnitte wurden durch jene Blatteile
getan, wo vordem lichtmikroskopisch konstatiert wurde, dass dort Zellsaft-Kontrak-
tion entstehen kann.

Bei der Untersuchungen dieser Schnitte konnte im Bereiche der Zentralvakuloe
die Anwesenheit von Virusteilchen festgestellt werden (Abb. 5). Die in der Vakuole
vorkommenden Virusteilchen sind darin regellos orientiert, liegen also parallel,
schrag oder senkrecht zur Schnittebene (Abb. 5). Manchmal zeigen sie eine Tendenz,
sich untereinander mehr oder weniger parallel zu ordnen. Es ist auffallend, dass
die Zellen, deren Vakuolen Virusteilchen enthalten, Schiadigungen im Plasmabelag
aufweisen. Je starker diese Schadigungen sind, desto hoher ist erfahrungsgemdss
auch die Zahl der Virusteilchen im Zellsaftraum.

In ultradiinnen Schnitten, die von Blatteilen hergestellt wurden, die keine Kon-
traktion aufwiesen, waren die Vakuolen Virusfrei. In den kontraktionsfahigen
Vakuolen wurden ausser den Virusteilchen auch feine Partiklen vorgefunden, wie
siec auch in den Kontrollschnitten vorkommen.
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Abb. 5. Elektronenmikroskopische Aufnahme einer mit HRYV infizierten Epidermiszelle

von Nicotiana tabacum. Links Zellwand mit wandstindigem Plasmabelag, rechts Zentral-

vakuole mit vielen eingebetteten Viruspartikeln. Tonoplast ist gut sichtbar. 43000 X ver-
grossert.

DISKUSSION

Aus dem oben dargelegten geht nervor, dass sich in den Vakuolen der infizierten
Pflanzen, die fiir eine syniretische Kontraktion fahig sind, Eiweisstoffe befinden.
Im Zusammenhang damit sei betont, dass aus den lichtmikroskopischen Unter-
suchungen von Milicié [7] ersichtlich ist, dass die Viren eine Ansammlung von
Eiweisstoffen in den Vakuolen verursachen konnen. Dass Eiweisstoffe Synirese
verursachen konnen, ist schon lange bekannt.

Esau und Cronshaw [1] haben elektronenmikroskopisch festgestellt, dass Virus-
partiklen in die Zentralvakuole eindringen konnen. Diese Forscher meinen, die
Viren seien fahig, durch den Tonoplasten und andere cytoplasmatischen Mem-
branen von einem Zellteil in den anderen zu gelangen. Demgegeniiber geht aus
den Untersuchungen von Milne [10] hervor, dass die intravakuoldre Lokalisation
der Viruspartiklen auch eine Folge der Fixation sein kann.

Es besteht nun die Frage, ob die in Abb. 5 dargestellten HRV-Partiklen in der
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Vakuole der lebenden Zelle vorkommen, oder ob sie dorthin erst nachtriglich
bei der Prédparation der Gewebe vor der Fixierung gelangen. Fiir das Einwirken
des letzteren Faktors wiirden auch die beobachteten Zellschddigungen sowie ihr
Zusammenhang mit der Zahl der Viruspartiklen sprechen.

ZUSAMMENFASSUNG

In Nicotiana tabacum und einigen anderen mit Holmes’ ribgrass virus infizierten
Pflanzenarten kommt es in jenen Blattbereichen, wo die Viruseinschlusskorper
besonders reichlich vorhanden sind, zu einer Kontraktion des gallertigen Zellsaftes
unter dem Einfluss der Pikrinsdure. Der Kontraktionsprozess, der hier eingehend
beschrieben worden ist, ist einer Synirese sehr dhnlich. Aus dem positive Ergebnis
einiger mikrochemischen Reaktionen geht hervor, dass das kontrahierte Gel Eiweis-
stroffe enthilt, von denen seine Fihigkeit zur Kontraktion abhingig sein konnte.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Diinnschnitten durch kontraktions-
fahige Gewebepartien lassen die Anwesenheit von Viruspartiklen im Zellsaftraum
erkennen. Ob die Viruspartiklen in der Zentralvakuole in lebenden Zellen vor-
kommen, oder ob sie dort nachher als Folge der Praparation der Gewebe vor der
Fixierung gelangen, lass sich z. Z. nicht entscheiden.
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