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SIND VERSCHIEDENE EIWEISSKRISTALLE
DER KAKTEEN VIRUSKORPER?

Mit 10 Textabbildungen und 2 Tafeln

DAVOR MILICIC

(Aus dem Botanischen Institut der Naturwissenschaftlich-mathematischen
Fakultat Zagreb)

Die EiweilRkristalle aus den Pflanzenzellen waren in der letzten Zeit
Gegenstand ziemlich haufiger Untersuchungen. Das grofite Interesse zogen
dabei an sich Kristalle der Kakteen heran, und zwar besonders die Eiweil3-
spindeln, die in der Epidermis verschiedener Epiphyllen und Opuntien oft
in grofRer Menge Vorkommen. Diese doppelbrechenden Proteinkdrper
wurden schon von Mo lisch (1885) entdeckt und von ihm als Reserve-
material betrachtet, unlangst aber wurde ihre Natur nachgeprift, wah-
renddessen die EiweiRspindeln als Viruskdrper erkannt wurden (Rose n-
zopf, 1951, Weber, Kenda und Thal er, 1952a, Amelunxen,
1957). Diese Entdeckung wie der Umstand, dal die meisten Eiweil3kristalle
in der Zeit entdeckt wurden, als tber Viren sehr wenig oder gar nichts
bekannt wurde, hat viele Forscher zur Untersuchung verschiedener an-
derer EiweiBkristalle in dieser Richtung angeregt. So wurden vor kurzem
mit Rucksicht auf eventuelle Virusnatur die Proteinkristalle von Scu-
tcllaria (Weber, 1955b, 1956; Thaler, 1955/1956 @), von Lilium
(Weber, 1953/1954 a, 1955 a; T haler, 1956 a), von Impatiens (Weber,
1953/1954 b; Thaler, 1956b; Goldin und Fedotina, 1956 a), von
Alliaria (Milicic, 1956c; Milicic, Panjan, Bilanovic und
Katic, 1958), von Solanum (Reit er, 1956), von Drosera (Weber,
1953/1954 b), von Scindapsus (Thalcr, 1955/1956 b), von Valerianella
(Thaler, 1954), von Melampyrum (G o 1din, 1954) und von Saintpaulia
(Kenda, Thal er und Weber, 1956) erforscht.

In der Arbeit Uber die EiweiBkristalle von Melampyrum, die regel-
maBig in den Zellkernen dieser Pflanze Vorkommen, vertritt Goldin
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auf Grund seiner Farbungsversuche die Meinung, dal3 diese Kristalle sehr
wahrscheinlich aus Ribonukleoproteiden aufgebaut sind. Eine andere Ver-
offentlichung von Goldin und Fedotina befaBt sich mit den
Eiweildspindeln aus den Fruchtknoten von Impatiens balsamina, also
wieder mit Kristallen, die sich regelmafig in einer Pflanzenart befinden.
Wahrend dieser Untersuchung konnten die Autoren elektronenoptisch
feststellen, dal3 die Spindeln aus stabférmigen Elementarteilchen zusam-
mengesetzt sind, die den Partikeln des Tabakmosaikvirus oder des X-Virus
der Kartoffel sehr ahnlich sind. Es scheint demnach, daR EiweilRkristalle,
die normale Zellbestandteile einiger Pflanzenarten sind, nach ihrer che-
mischen Zusammensetzung und nach ihrer Struktur mit echten Viruskri-
stallen Ubereinstimmen kénnen. Es wére interessant zu wissen, ob diese
»normalen« Eiweilkristalle Infektionsfahigkeit besitzen, weil sie in sol-
chem Falle doch als VirusweilRe betrachtet werden mufiten (vgl. die Auf-
fassung von Viren bei Schramm, 1957).

FUr die oben erwdhnten Eiweillspindeln der Kakteen, die heute
schon sehr gut bekannt sind, ist mit Sicherheit bewiesen, dal} sie Aggre-
gate von Virusmakromolekeln darstellen. Die ausfuhrliche Untersuchung
der Struktur der Eiweil3spindeln, die Isolation und die genaue bioche-
mische Analyse des Kakteenvirus wurde vor kurzem von Amelunxen
(1958) ausgefthrt,

Das Kakteenvirus wurde elektronenoptisch zuerst von Suhov
und Nikiforova (1955) und von Amelunxen (1956) beobachtet.
Dabei wurde festgestellt, dal die Kakteen-Eiwei3spindeln aus faden-
formigen Makromolekeln aufgebaut sind, die den Elementarteilchen vieler
Viren ahneln. Die langen Makromolekeln des Kakteenvirus sind haufig
etwas gekrimmt, so daR Suhov (1956) meint, daR wegen dieser Eigen-
schaft das Kakteenvirus nicht imstande ist, echte polyedrische Kristalle
zu bilden; demgegenuber besitzt diese Fahigkeit das Tabakmosaikvirus,
dessen Makromolekeln gerade sind, und es kristallisiert haufig in der
Pflanzenzelle in Form von hexagonalen Plattchen (vgl. Steere und
V7i 11i ams, 1953). Von anderen Eigenschaften des Kakteenvirus ist seine
Lokalisation in der Epidermis bemerkenswert, wo die Eiweil3spindeln
in reichlicher Anzahl und bedeutender GroRe Vorkommen (vgl. Roland,
1957).

Es wurde bisher vielmals hervorgehoben, dafl das Kakteenvirus keine
auleren Krankheitssymptome verursacht. Doch hatten manchmal einzelne
Autoren wahrend ihrer Untersuchungen der Eiweispindeln auf ver-
schiedene krankhafte Veranderungen einiger Wirtspflanzen gezeigt. Solche
Beobachtungen wurden doch nur an wenigen Exemplaren gemacht, so
daB nicht gewil} ist, ob sich um vom Virus bedingte Symptome handelte.
Wir konnten auch haufig, aber nicht regelmafig, bei mehreren spindel-
fuhrenden Exemplaren von Opuntia monacantha Haw. (—Opuntia vul-
garis Milk) und Opuntia tomentosa S. D. eine schwache Mosaikfleckigkeit
an den jungen Kladodien beobachten; wir wissen aber nicht, unter
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‘welchen Bedingungen diese Veranderungen entstehen und ob sie wirklich
mon Virus abhéangig sind. Dal das Kakteenvirus keine duReren krankhaften
Veranderungen verursacht, wurde vor kurzem wieder von Goldin
und Fedotina (1956 b) hervorgehoben. Diese Autoren meinen, dal
diese Kakteenvirose wegen dieser Eigenschaft ein besonderes theoreti-
sches Interese verdient. Wahrend ihrer Untersuchung kamen sie noch
zum Schlisse, dal die Eiweispindeln bildende Virdse in keinem Zusam-
menhang mit der von Blattny und Vukolov (1932) beschriebenen
Epiphyilum-Mosaikkrankheit steht. Auferdem behaupten Goldin und
Fedotina (1956 b), daR die Ergebnisse, auf Grund deren Blattny
und Vukolov die genannte Krankheit dargestellt haben, fur die Virus-
natur der Erkrankung nicht genug Uberzeugend sind. Demnach stellt
sich die Frage, ob die sog. EpiphyZZum-Mosaikkrankheit im Sinne von
Blallny und Vukolov Uberhaupt existiert. Wir kbnnen uns — was
die Symptome an Epiphyllum betrifft — an den Gesichtspunkt von
Goldin und Fedotina anschlieRen.

In den Zellen vieler Kakteen entstehen neben den Eiweiflspindeln
auch andere EiweilRkristalle; das sind in erster Linie die Stachelkugeln
(Weber, Kenda und Thaler, 1952 b; Amelunxen, 1956 a), die
EiweilRdrusen (Weber, Kenda und Thaler, 1952 a Milicic und
Plavsic, 1956) und die rhombenférmigen Plattchen (Mi licic, 1956 a).
Diese Kristalle befinden sich manchmal mit Proteinspindeln in ein und
derselben Zelle. Sie besitzen auch verschiedene andere Eigenschaften,
die bei Beurteilung wichtig sind, ob sich um normale oder vom Virus
bedingte Zelleinschlisse handelt. In dieser Mitteilung werden wir, nach
einigen Angaben iiber Ubertragung des Kakteenvirus, unsere Beobachtun-
gen Uber rhombenférmigen Plattchen von Opuntia inermis DC. (= Opun-
tia stricta Haw.) und Stachelkugeln von Opuntia monacantha Haw.
vorfuihren; auflerdem werden wir die hexagonalen Kristalle beschreiben,
die wir in Blatt- und Kladodienepidermis von Opuntia tomentosa S. D.
.gefunden haben.

Ubertragung des Kakteenvirus

Das Kakteenvirus ist durch Pfropfung Ubertragbar, wie dies Rosen-
zopfs (1951) und Webers (1954) Versuche gezeigt haben. In jenem
Partner, der vor der Pfropfung ohne Eiweillspindeln war. erscheinen
die ersten Kristalle mehrere Woche nach der Pfropfung (Rosenzopf,
1951) oder sogar eist nach mehreren Monaten (Weber, 1954).

Die Virusubertragung durch infektiésen PreRsaft hat schon Rosen-
zopf mit Erfolg ausgefuhrt, und zwar in der Weise, dal die Epidermis-
Flachenschnitte in einer Reibschale zerquetscht wurden und der gewon-
nene Gewebesaft mit einer Injektionskaniile in die gesunde Kaktee
eingespritzt wurde. Die ersten Symptome (Eiweispindeln) wurden erst
mach 5 bis 6 Wochen wahrgenommen. Bei einem in analoger Weise
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ausgefiuhrten Versuche haben Miliiicund Plavsic (1956) die ersten
ZelleinschlUsse nach drei Wochen beobachtet. Gelegentlich der Infektions-
versuche von Amelunxen (1958) entstanden die ersten Krankheitszei-
chen nach 51 bzw. nach 38 Tagen.

Das Kakteenvirus ruft keine sicheren aufleren Krankheitssymptome
hervor, so dal wir auf eine mikroskopische Untersuchung angewiesen
sind, wenn wir feststellen wollen, ob die Pflanzen infiziert sind. Als ein
sicherer Nachweis der Infektion kann uns dabei nur die Anwesenheit der
X-Korper oder Eiweil3spindeln dienen, die sich — wenigstens bei der
Mehrheit der bekannten Wirtspflanzen — in der Kladodien- und Blatt-
epidermis dauernd sehr reichlich befinden. Wegen des Fehlens der aufieren
Symptome ist die Untersuchung der Virusubertragung erschwert (vgl.
Amelunxen, 1958, S. 147).

Es ist schon lange bekannt, dall die Inokulation der Viren mit Hilfe
des PreRsaftes einen besseren Erfolg haben kann, wenn diese durch
Anreibung der Organe bei Zusatz von Karborundpuder ausgefuhrt wird
(Kalmus und Kassanis, 1945). Da die Inkubation mit Injektionen
zu lang dauerte, haben wir versucht, die Inokulation des Virus mit dieser
Methode durchzufuihren. Der Prefisaft fur die Inokulation wurde so
bereitet, daR in einer Reibschale Flachenschnitte von Kladodienoberflache
einer Epiphyllum bridgesii-Pflanze zerquetscht waren. Nach der Ino-
kulation wurde das behandelte Material wenigstens durch 24 Stunden in
einem luftfeuchten Raum gehalten. Die Infektion kann mit Erfolg auch
an den von Mutterpflanze getrennten Kladodien von Epiphyllum oder
Opuntia ausgefuhrt werden. In letztem Falle haben wir die behandelten
Kladodien in Petrischalen gehalten, deren Innenseiten mit feuchtem
Filtrierpapier belegt waren.

Die gesunden Pflanzen, die wir fur diese Versuche brauchten,
stammten aus den Glashausern des Botanischen Gartens der Universitat
Zagreb. Haufig haben wir Kladodien eines gréBeren Exemplares von
Epiphyllum bridgesii benttzt, das auf eine Pereskia gepfropft wurde.
Dieses Exemplar wurde durch mehrere Jahre mehrmals mikroskopisch
untersucht, niemals aber enthielt es Eiweil3spindeln. Fir Infektions-
versuche dienten uns auch junge Opuntia inermis- und Epiphyllum brid-
pesii-Pflanzcn, die fir diese Zwecke aus Samen bzw. aus spindelfreien
Stecklingen gezogen wurden. Gelegentlich der Inokulation der jungen
Kladodien von Epiphyllum geschah es haufig, dal} einige Tage nach der
Behandlung die Kladodien infolge Verletzung und Austrocknung von
Mutterpflanze abfielen. Durch die Behandlung der &lteren, basalen statt
der jungen Kladodien konnte man diese Schwierigkeit vermeiden.

Ungefahr 20 gesunde Kladodien von Epiphyllum bridgesii wurden
mit infektiosem PreRsaft kranker Exemplare derselben Art bei Karbo-
rundzusatz infiziert. Die ersten Spindeln wurden in groRer Anzahl schon
6 Tage nach der Inokulation beobachtet, wenn die Kladodien bei Zim-
mertemperatur von 25° C gehalten wurden. Es ist interessant, daR wir
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dabei X-Korper nicht finden konnten, sondern nur Eiweispindeln. Es
scheint demnach, daR auch bei Kakteenvirus, wie bei Tabakmosaikvirus
(Baw den, 1950:40), die Viruskristalle entweder mittels der X-Koérper
oder direkt entstehen kénnen. Die zuerst erscheinenden kristallinen Kor-
per hatten keine regelmaRige Spindelform, sondern die Form von
Stabchen und Nadeln, die sich haufig in grolRerer Anzahl in einer
Zelle befanden (Abb. 1)

Abb. 1 Epiphyllum bridgesii. Die ersten »Spindeln«, die in einer vorher
spindelfreien Pflanze an der Inokulationsstelle entstanden sind.

In einem anderen Versuche wurden in derselben Weise drei jingere
Kladodien von Opuntia inermis infiziert. Der infektidse Gewebesaft wurde
aus den saftigen Blattern von Opuntia monacantha ausgepref3t, die sich
fur Inokulationszwecke als sehr geeignet gezeigt haben. Die »Inkubation«
dauerte in diesem Falle 8 bis 10 Tage. Auch bei diesen Pflanzen haben
wir als erstes Krankheitssymptom nur kristalline Kérper wahrgenommen.
Die Zellen mit diesen EinschluBkérpern waren in groRer Anzahl ver-
treten und auf die ganze behandelte Kladodienoberflache zerstreut. Wie
bei Epiphyllum so auch bei dieser Opuntie entstanden die Einschluf3-
korper besonders reichlich in der Epidermis.

Wie aus den oberen Angaben hervorgeht, dauert die »Inkubation«
viel langer, wenn die Virustbertragung mittels Injektionskantlen oder
Pfropfung erfolgt, als wenn das Virus mittels Karborundpuders ino-
kuliert wird. Diese Erscheinung ist nach unserer Meinung durch relativ
langsame Verbreitung des Virus in den Wirtspflanzen erklarbar. Im
ersten Falle, d. h. bei der Virusibertragung mit Injektionskanilen oder
Pfropfung, werden zuerst die Zellen im inneren Gewebe infiziert. Das
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Virus braucht sehr viel Zeit, um von diesen inneren Zellen in die Epidermis
zu gelangen, wo seine Anwesenheit mit Hilfe dinner Flachenschnitte
leicht nachweisbar ist, und zwar auf Grund des Vorkommens der
Eiweillspindeln. Demgegentuber bei Anwendung des Karborundpuders
werden die Epidermiszellen direkt infiziert, so dal in ihnen Eiweil3-
spindeln schneller entstehen kénnen, weil ein Durchgang durch mehrere
Zellen nicht notwendig ist.

Schon in friheren Untersuchungen hat Mi 1i 6i 5 (1956 b) festgestellt,
dall Opuntia inermis-Pflanzen aus Rovinj in Istrien spindelhaltig und
-frei sein kénnen. Auf Grund der Anwesenheit bzw. Abwesenheit der
Eiweilspindeln in den Pflanzen aus verschiedenen Fundorten in Rovinj
konnte er vermuten, daR das Kakteenvirus durch Samen nicht Uber-
tragbar ist. Die spindelhaltigen Pflanzen befanden sich namlich in
Parkanlagen, wo sie hoéchst wahrscheinlich aus Stecklingen gezogen
wurden, weil sich die Opuntien durch diese viel leichter und schneller
als durch Samen vermehren koénnen. Da sich die Viren auf diese Weise
regelmaBig dbertragen kénnen, so konnten aus infizierten Stecklingen
spindelhaltige Pflanzen entstehen. Demgegeniiber haben sich die spindel-
freien Pflanzen mutmabRlich spéater spontan aus Samen der spindelhaltigen
Exemplare entwickelt, was aus dem Umstand hervorgeht, dal sie
auBerhalb der Parkanlagen als verwilderte Pflanzen wuchsen. Diese aus
Samen entwickelten Pflanzen sind ohne Spindeln geblieben, weil die
Viren durch Samen meistens nicht Ubertragbar sind.

Um feststellen zu kdnnen, ob das Kakteenvirus wirklich durch Samen
nicht Ubertragbar ist, haben wir aus Samen spindelhaltiger Opuntia
inermis-Pflanzen 40 junge Exemplare gezogen. Nach zwei Jahreri, als
die Pflanzen genug groR geworden sind, wurden sie einer mikroskopi-
schen Durchmusterung unterzogen. Dabei wurde die Blattepidermis (je
zehn zirka 2 mm2 grofRe Flachenschnitte von jeder jungen Pflanze) und
die Kladodienepidermis (zwei zirka 10 mm2 grole Flachenschnitte von
jeder Pflanze), also die Pflanzenteile, wo die Eiweispindeln am
haufigsten Vorkommen, genauer untersucht, aber in keinem Exemplar
konnten wir Eiweil3spindeln finden. Diese Kérper sind namlich dauernd
in den infizierten Kakteen anwesend, so dal wir auf Grund ihrer
Abwesenheit in den angefihrten Geweben schlieBen konnten, daR die
jungen Pflanzen gesund sind.

Dieser Versuch zeigt demnach, dal das Kakteenvirus durch Samen
nicht Gbertragbar ist, so dal} es auch nach dieser Eigenschaft von meisten
anderen Pflanzenviren nicht zu unterscheiden ist. Dal} die jungen Pflan-
zen, die wir fur diesen Versuch brauchten, schon genug entwickelt
waren, um die Spindeln bilden zu kénnen, war mittels Infektionsver-
suche bewiesen, wahrenddessen in drei jungen Pflanzen 8 bis 10 Tage
nach der Inokulation EiweiRRspindeln entstanden sind.
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Rhombenfédrmige Plattchen

Diese Koérper wurden von Milicic (1956 a) in EiweiBspindeln-
fuhrenden Opuntia mermis-Pflanzen gefunden (Abb 2). Da er in spindel-
freien Exemplaren derselben Art, d. h. in nicht infizierten Pflanzen,
die Plattchen nicht finden konnte, meinte er, dafl diese Gebilde von
Virusinfektion abhangig sind.

Abb. 2 Opuntia inermis. Epidermiszelle des Blattes. Rhombeniérmige
Plattchen und eine EiweiRspindel.

Da uns jetzt 40 junge, aus Samen gezogene Pflanzen von Opuntia
inermis zur Verfugung standen, die sich in gesundem, spindelfreiem
Zustande befanden, konnten wir mit Sicherheit feststellen, ob die rhom-
benférmigen Plattchen von spindelbildendem Virus abhéngen. Die
Untersuchung, ob die Plattchen in diesen nicht infizierten Pflanzen
anwesend sind, wurde parallel mit den schon angefiihrten Beobachtungen
Uiber die Ubertragung des Kakteenvirus ausgefiihrt. Dabei konnten wir
feststellen, dall die Plattchen in fast allen jungen Pflanzen anwesend
sind, weil wir von 40 untersuchten Exemplaren nur in zwei Pflanzen
die Plattchen nicht finden konnten. Das Vorkommen dieser Kristalle
in so grolRer Anzahl spindelfreier Exemplare zeigt, dall die Plattchen mit
dem Kakteenvirus nicht Gemeinsames haben und daf sie sehr wahrschein-
lich einen normalen Zellbestandteil von Opuntia inermis darstellen. Die
frihere Meinung, dal} die Plattchen in spindelfreien Exemplaren fehlen
(Milicic, 1956 a), war also nicht richtig und grindete sich auf der
Durchmusterung ungeniigender Anzahl nicht infizierter Exemplare.

Die rhombenférmigen Plattchen sind relativ selten. In vielen Flachen-
schnitten durch die Blattepidermis (zirka 2 mm2 groRe Schnitte) konnten
wir diese Gebilde nicht beobachten; nur in 25 bis 50% solcher Schnitte
waren sie anwesend, und zwar haufig in sehr wenigen Zellen. Es ist sehr
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wahrscheinlich, daf3 die Plattchen in allen 40 Exemplaren Vorkommen,
aber daB diese in einigen Pflanzen sehr selten sind. Das geht aus dem
Umstand hervor, dal wir bei mehreren Pflanzen erst wahrend einer
wiederholten Durchmusterung der Bléatter die Plattchen finden konnten.

Die rhombenférmigen Kristalle sind in der Sippe Opuntia inermis
ziemlich verbreitet, weil wir diese nicht nur in den Exemplaren aus
Rovinj, sondern auch in den spindelfreien Pflanzen aus Dubrovnik, Split
und Insel Hvar beobachtet haben. AuBerdem waren diseiben Kristalle
auch in den Exemplaren anwesend, die wir aus dem Botanischen Garten
Berlin-Dahlem bekommen haben. Fir die letzte Sendung sind wir der
Direktion dieses Gartens sehr viel zu Dank verpflichtet.

Mi licic (1956 a) hat auch einige Beobachtungen gemacht, auf Grund
welcher er vermuten konnte, dal sich die Plattchen im Zellsafte befinden.
Wéhrend dieser Untersuchung haben wir uns von der Richtigkeit dieser
Meinung Uberzeugt, so daR wir jetzt halten, dal? diese Kristale immer
in der Vakuole lokalisiert sind. Diese Uberzeugung griindet sich auf
folgenden Beobachtungen: Die rhombenféormigen Plattchen waren sehr
haufig an den Koérnchenaggregaten angewachsen, die sich im Zellsafte
befanden (vgl. Milicic, 1956 a). Wahrend der Farbung der Schnitte
mit Neutralrot (1:10000, pH 7,1) farbten sich die Kérnchenaggregate und
die Plattchen kraftig rot. Gelegentlich dieses Farbungsversuches entstehen
in den Vakuolen sehr kleine Entmischungstropfen, die sich teilweise an
die Kérnchenaggregate anlegen. Die Anlagerung der Tropfen ist manch-
mal sehr reichlich, was zur Folge hat, da die Aggregate so stark
bedeckt werden, daR ihre kornige Struktur nicht mehr sichtbar ist,
sondern sie ein homogenes Aussehen bekommen. Im letzteren Falle
erhalten diese Gebilde die Form rundlicher Kérper, die viel grof3er als
die Aggregate sind. Diese Verdnderung koénnte nicht entstehen, wenn
die Aggregate im Cytoplasma lokalisiert waren, weil die Anlagerung der
Substanz durch Cytoplasma verhindert wirde. Da die Plattchen haufig
mit in dieser Weise veranderten Aggregaten im festen und deutlichen
Kontakt stehen, mussen sie sich auch in der Vakuole befinden.

In sehr seltenen Fallen entsteht am Schnittrande in gefarbten Zellen
eine traumatische Vakuolenkontraktion, wahrenddessen wir auch fest-
stellen konnten, daR die Plattchen und Koérnehenaggregate eine intra-
vakuolare Lokalisation besitzen (vgl. Milicic und P lavsic, 1956).
Was die Beobachtung von Milicic (1956 a) betrifft, dal sich die
Plattchen im horizontal gestellten Mikroskop bei vertikaler Orientierung
des Praparates in der Zelle manchmal nicht verlagern kénnen, so kénnte
die Verlagerung der Kérper von zahlreichen Cytoplasmafaden verhindert
werden, die die Vakuolen durchziehen. Wir vertreten also die Meinung,
daR sich die Plattchen sténdig in der Vakuole befinden.

AuBer den Kdérnchenaggregaten und Plattchen kommen machmal im
Zellsafte der Epidermiszellen auch kugelige Gebilde vor, die sehr stark
vakuolisiert sind (Abb. 3). Uber die Natur dieser Gebilde kénnen wir
noch nicht Sicheres sagen. Es ist nicht ausgeschlossen, dal sie durch
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Quellung und Zersetzung der Koérnchenaggregate entstehen. Da diese
vakuolisierten Gebilde den X-Kdérpern ahnlich sind, kénnen sie mit den
letzteren Koérperh leicht verwechselt werden. Dal} es sich dennoch um
intravakuolare Gebilde und nicht um X-Kdérper handelt, konnten wir auf
Grund ihrer Brownscher Bewegung und Verlagerung in der Zelle bei
vertikaler Orientierung des Préaparates beschlief3en.

Mit Rucksicht auf ihre chemischen Eigenschaften und Lokalisation
in der Zelle stimmen die Plattchen mit den EiweiRdrusen von Epiphyllum
Uberein (Militic und Plavsic, 1956). DaR die ersteren Korper in

Abb. 3. Opuntia inermis. Kugelige Gebilde im Zellsafte einer Blatt-
epidermiszelle. Links in der Zelle ist eine Eiwei3spindel sichtbar,
unten neben dem Zellkern ein Kdrnehenaggregat.

keinem Zusammenhang mit dem die Eiweil3spindeln bildenden Virus
stehen, geht aus den angefithrten Versuchen deutlich hervor. Die Uber-
einstimmung dieser zwei Gebilde in ihrer Lokalisation in der Zelle weist
auf die Mdglichkeit hin, daB sie auch in ihren Beziehungen gegeniber den
Eiweilspindeln gleich sind, d. h. daR sie von diesen Viruskdrpern nicht
abhéangig sind. Es ist deshalb notwendig den Charakter der Eiweil3drusen
experimentell nachzuprifen und festzustellen, ob sie normale oder von
Virus bedingte Zellbestandteile sind.

Stachelkugeln von Opuntia monacantha

Diese kristallinen Kérper wurden von Weber, Kenda und T ha-
ler (1952 b) in panaschierten Exemplaren von Opuntia monacantha
entdeckt. Neben anderen Beobachtungen wurde dabei an diesen Kristallen
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eine Reihe von Reaktionen ausgefuhrt, auf Grund dessen vermutet werden
konnte, daB sie Eiweil3stoffe enthalten. Dieselben Kdérper wurden spater
von Amelunxen (1956 a) untersucht.

Das Untersuchungsmaterial von Opuntia monacantha, auf dem wir
folgende Beobachtungen durchgefiihrt haben, stammte teilweise aus dem
Botanischen Garten der Universitat Zagreb und teilweise aus den Géarten
in Hvar und Rijeka. Alle Exemplare waren spindelhaltig und enthielten
haufig Stachelkugeln in der Epidermis der Kladodien und Blatter. Fur
Lebenduntersuchung waren die Blattepidermen besonders geeignet.

Die Stachelkugeln kénnen neben der regelmafliigen Kugelform (W e-
ber, Kenda und Thal er, 1952 b), auch verschiedene unregelmafige
Formen besitzen, die jenen von Epiphyllum-EiweiRdrusen sehr &ahnlich

Abb. 4. Opuntia monacantha. Epidermiszellen des Kladodiums.
Zerfall der Stachelkugeln.

sind, so daB unter den Stachelkugeln und EiweiRdrusen keine wesent-
lichen morphologischen Unterschiede bestehen. Manchmal kénnen die
Kugeln in mehrere Sticke zerfallen (Abb. 4). In vielen Féllen konnten
wir, besonders in Blattepidermis, beobachten, daR die Stachelkugeln in.
einer Gallerte eingebettet sind, die die Kugeln von allen Seiten als eine
gleichméRBig dicke Hulle umgibt. Im peripheren Teile dieser durchsichtigen
Gallerte kann man haufig winzige unbewegliche Kdérnchen beobachten,
die mit Hulle fest verbunden sind (Abb. 5).

In unseren nicht panaschierten Exemplaren von Opuntia monacantha.
befinden sich die Kugeln haufig, aber nicht immer, mit den Eiweispindeln
in ein und derselben Zelle. Was die Verteilung der Kugeln in diesen
Pflanzen betrifft, konnten wir wahrend der Durchmusterung einiger
Exemplare im spaten Herbst konstatieren, dal die Kugeln nur in jungsten
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Kladodien Vorkommen, in den alteren dagegen fehlen. Demgegentber
waren die Eiweispindeln auch in den letzteren Kladodien in reichlichen
MalRe anwesend. Demnach stimmt die Verteilung der Stachelkugeln und
der Eiweil3spindeln in den Pflanzenteilen von Opuntia monacantha nicht
Uberein.

Weber, Kenda und Thaler (1952 b) haben schon berichtet,
dal? die Stachelkugeln im Gemisch von Flemming fixiert werden
kénnen; wir werden nur hinzufigen, daR sich diese Kristalle auch in
Sublimat-Alkohol fixieren lassen.

Abb. 5. Opuntia monacantha. Epidermiszenen des Blattes. Stachelkugeln:
in einer Gallerthille. In den benachbarten nur teilweise gezeich-
neten Zellen ist je ein Kdérnchenaggregat zu sehen.

Da schon fruher von Milicic und Plavsic (1956) bewiesen
wurde, dall sich die den Stachelkugeln sehr &hnlichen Eiweil’drusen
regelmallig im Zellsafte befinden, haben wir versucht auch die Loka-
lisation der Stachelkugeln in der Zelle genauer zu untersuchen. Dabei
haben wir wahrgenommen, dafl auch die Stachelkugeln, besonders jene
von kleinerem Umfang, die Brownsche Bewegung haufig zeigen konnen.
Solche Kugeln waren imstande, bei horizontaler Orientierung des Mikro-
skopes ihre Lage in der Zelle zu verandern und dabei vom oberen in
den unteren Teil der Zelle zu fallen. Einmal haben wir auch die Ge-
schwindigkeit des Kugelfallens gemessen: die Kugel brauchte vier
Minuten, um eine 140 x lange Zelle durchzuwandern. Viele Kugeln
zeigten doch keine Brownsche Bewegung und konnten sich nicht im

47



horizontalen Mikroskop verlagern. Auf Grund dieser Beobachtungen
konnten wir doch beschlieBen, dal sich mindenstens ein Teil der Kugeln
in der Vakuole befindet.

Eine grofRe Hilfe flur die Bestimmung der Lokalisation der Stachel-
kugeln in der Zelle kann die vitale Farbung mit einer wéafrigen Ldsung
von Neutralrot geben. Dieser Farbstoff verursacht bei héherem pH eine
Rotfarbung des Zellsaftes. Nach der Behandlung der Kladodienepidermis
mit dieser Loésung farben sich die Vakuolen und die Kugeln kraftig rot
(Taf. 1). In vielen Fallen bilden sich dabei in der Vakuole kleinere oder
groBere rotgefarbte Entmischungstropfen, die sich haufig an die Sta-
chelkugeln anlegen. Dieser ProzeR war machmal so intensiv und die
Kugeln von Tropfen so vollstandig bedeckt,"daR ihre Stachelspitzen haufig
nicht mehr sichtbar waren. Die mit solchen Entmischungstropfen be-
deckten Stachelkugeln bekamen dadurch eine glatte Oberflache (Abb. 6).
Diese Erscheinung entstand gleichm&aRig in allen Epidermiszellen der
Schnitte, und zwar in den Zellen mit beweglichen und unbeweglichen
Stachelkugeln. Deshalb meinen wir, dal} alle Kugeln eine gleiche Lokali-

Abb. C Opuntia, monacantha. Epidermiszellen des Kladodiums. Bedek-
kung der Stachelkugeln mit Eutmischungslropfen wahrend der
Behandlung mit Neutralrot. a und b vor, e und d nach der
Vitalfarbung.
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sation in der Zeile besitzen durften; sie missen sich im Zelisafte befinden,
sonst kdnnten die Kugeln nicht mit Entmischungstropfen bedeckt werden,
weil dieser ProzeR im Falle einer intraplasmatischen Lokalisation von
Protoplasma verhindert worden ware.

Abb. 7. Opuntia monacantha. Mehrere kontrachierte Vakuolen in einer
Epidermiszelle des Kladodiums. In der groten Vakuole liegt
eine Stachelkugel.

Aufler mit Neutralrot 14t sich die Zellsaftfarbung auch mit dem
basischen Farbstoffe Methylenblau hervorrufen. Wenn wir eine alkali-
sche walrige Lésung dieses Farbstoffes verwenden, die eine Konzentra-
tion von 1:10000 und pH Uber 11 enthalt, farben sich die Vakuolen und
die Stachelkugeln blau, im Zellsafte aber entstehen dabei keine Ent-
mischungstropfen. Durch die Tatsache, daR sich die Kugeln wahrend der
Vitalfarbung anfarben lassen, wird die Meinung unterstitzt, dall die Ku-
geln in der Vakuole lokalisiert sind.

Gelegentlich der Neutralrot-Farbung konnten wir haufig am Schnitt-
rande eine traumatische Vakuolenkontraktion beobachten. Die kontra-
chierten Vakuolen und die Stachelkugeln waren kréaftig rot angefarbt,
so dal} sich diese vom gequollenen und ungefarbten Protoplasma sehr
stark unterschieden. Die Stachelkugeln befanden sich immer in der
verkleinerten Vakuole und niemals im vergroRerten Protoplasma, das
jetzt einen groflen Teil des Zellumfanges einnahm (Abb. 7).
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Wahrend die Vitalfarbung und die Vakuolenkontraktion deutlich
zeigen, dal} sich die Stachelkugeln im Zellsafte befinden, geben die
Versuche mit Verlagerung dieser Kérper im horizontalen Mikroskop keine
einheitlichen Ergebnisse. Wir meinen doch, da alle Stachelkugeln in den
Vakuolen liegen. Der Umstand, daR sich einige Kugeln bei vertikaler
Orientierung des Praparates nicht verlagern lassen und keine Brownsche
Bewegung zeigen, kann sich mit dem Vorhandensein verschiedener me-
chanischer Hindernisse in der Zelle erklaren, die die Bewegung der Kugeln
verhindern. Durch das Messen des Kugeldurchmessers und der Hoéhe
der Epidermiszellen konnten wir feststellen, dal diese zwei GroRen
ziemlich Ubereinstimmen, so daR sich mindestens ein Teil der Kugeln
wegen der Beruhrung der oberen und unteren Epidermis-Zellwand bzw.
des wandstandigen Plasmabelags nicht bewegen kann. Wenn sich um
die Stachelkugeln eine Gallerthille befindet, dann kann auch diese durch
die VergréRBerung des Durchmessers des gesamten Gebildes in demselben
Sinne wirken.

Aullerdem vermogen auch zahlreiche cytoplasmatische Faden, die
die Vakuole durchziehen, ein mechanisches Hindernis darzustellen. Es ist
nicht ausgeschlossen, dal auch andere Hindernisse bestehen, die die
Bewegung unmdglich machen.

Was die Frage Uber die Entstehung der Stachelkugeln betrifft, wer-
den wir folgende Beobachtung vorfiuhren. Manchmal konnten wir in
der Blattepidermis nebeneinander Zellen mit einem Kérnchenaggregat
und Zellen mit in einer Gallerte eingebetteten Stachelkugeln beobach-
ten. Da im peripheren Teil der Gallerthille zahlreiche Kérnchen vor-
handen waren, die jenen aus Koérnchenaggregaten nach der Gréfe und
Lichtbrechung sehr &hnlich waren (Abb. 5), haben wir den Eindruck
bekommen, daR die Stachelkugeln durch Kristallisation im Innern der
Kérnchenaggregaten entstanden sind; wahrend der Entstehung der Ku-
geln mufiten sich zahlreiche Kérnchen aus den Aggregaten in die Stachel-
kugeln umwandeln. Doch konnten sich diese zwei Gebilde auch zufallig
in den benachbarten Zellen finden und miteinander in keinem genetischen
Zusammenhang stehen. Wir werden hier noch betonen, dal? sich wahrend
der Farbung mit Neutralrot die Kodrnchenaggregate, die Stachelkugeln
und die Kdrnchen aus den peripheren Teilen der Gallerthiille kraftig rot
anfarben. Im Zusammenhang mit der Frage Uber die Entstehung der
Stachelkugeln werden wir hinzufiigen, dal} sich die Kérnchenaggregate
und die den Stachelkugeln sehr &ahnlichen EiweiRdrusen in derselben
Vakuole nebeneinander befinden kénnen (Mili¢iéund P lav §i G 1956).

Es scheint uns, dal? auch die Kérnchenaggregate eine Gallerte als ihre
Grundsubstanz besitzen. In einer &hnlichen Gallerte sind manchmal in
den Blattzellen von Opuntia monacantha auch zahlreiche Nadelkristalle
vorhanden, deren Natur noch unbekannt ist (Abb. 8). Gleicherweise wissen
wir sehr wenig Uber die Kérnchenaggregate, so da noch Ungewissheit
daruber besteht, ob sie immer dieselben Kdrper darstellen.

Es geht aus diesen Beobachtungen hervor, dal die Eiweildrusen von
Epiphylium und die Stachelkugeln von Opuntia monacantha sehr dhnliche
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Kérper sind, die nach ihrer Form und Lokalisation in der Zelle Uber-
einstimmen. Es bleibt aber uns noch immer unbekannt, ob diese Kérper
in irgend welchem Zusammenhang mit den Proteinspindeln stehen. Um
dies festzustelen, miRten noch eingehende Versuche ausgefihrt werden.

Abb. 8. Opuntia monacantha. Nadelkristalle in einer Gallerte. Neben
diesen Korpern sind Eiweil3spindeln sichtbar.

Hexagonale EiweiBkristalle

In den Trichomen und Epidermiszellen der Kladodien und Blatter
von Opuntia tomentosa haben wir bis jetzt nicht bekannte hexagonale
Kristalle gefunden. Diese Kérper waren fast immer regelméaRig gebaut
und bestanden aus zwei niedrigen sechseitigen Pyramiden. In der Abb. 9
sind diese Kdérper in Profil- und Flachenstellung sichtbar. Ziemlich selten
konnten wir doch auch Kristalle finden, die aus zwei oder drei ange-
wachsenen hexagonalen Kérpern aufgebaut wurden.

Die hexagonalen Kristalle sind in Essigsaure und Alkohol-Essigsaure
l6slich, sie konnen aber mit Alkohol und Sublimat-Alkohol fixiert werden.
Nach der Fixierung mit letzterem Mittel werden sie sehr intensiv mit
Saurefuchsin farbbar. Sie stimmen demnach in dieser Eigenschaft mit den
Proteinkristallen tberein (Mo lisch, 1913). Dal} die Eiweil3kristalle von
Opuntia tomentosa Eiweinatur besitzen, wurde durch den positiven Re-
sultat der Millo nschen, Xanthoprotein- und R asp ai Ischen Reaktion,
sowie durch die Verdauung mit Trypsin und Pepsin nachgewiesen. Dem-
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gegeniber konnte die Biuretreaktion nicht ausgefihrt werden, denn die
Kristalle l6sen sich schon in konzentrierter CuSO™ Im Feulgens-
Reagens blieben die Kristalle ungefarbt.

Neben den Proteinkristallen wurden manchmal in der Blattepidermis
einem Oktaeder &hnliche CaC2i-Kristalle wahrgenommen, die mit
Rucksicht auf ihre GroRe und ihr Aussehen in Profilstellung den Protein-
kristallen &ahnelten. Um einen Irrtum zu vermeiden, wurde vor jedem
Versuch die Art der Kristalle untersucht, so daR die folgenden Beobach-
tungen sicher an hexagonalen Kristallen durchgefiihrt worden sind.

Da sich die EiweiRkristalle bei anderen Kakteen in verschiedenen
Zellteilen befanden, wurde auch der Zell-Lokalisation der hexagonalen
Kristalle eine groRere Aufmerksamkeit gewidmet. Bei den Kristallen

Abb. 9. Opuntia tomentosa. Eiweispindeln und hexagonale Kristalle
in den Haar- und Epidermiszellen der Kladodien.
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TAFEL |1

Opuntia monacantha. Blattepidermis. Wahrend der Behandlung
mit Neutralrot farben sich die Stachelkugeln kraftig rot, die
Eiweilspindeln bleiben dabei ungefarbt.



TAFEL 11

A. Opuntia tomentosa. Epidermiszelle des Blattes. Verlagerung
eines hexagonalen Kristalls bei der vertikalen Orientierung
des Préaparates.

B. Opuntia tomentosa. Intra- und extranukleare Eiweil3kristalle
in einer Haarzelle



konnten wir oft Brown sehe Bewegung beobachten. Auflerdem haben
mehrere Versuche mit dem Mikroskop in horizontaler Stellung gezeigt,
dal manche hexagonale Kristalle in der Zelle versetzbar sind und dabei
in einer halben Minute von einem in den anderen Teil der Zelle
gelangen (Taf. I, A). Die Kristalle, die ihre Lage in der Zelle &nderten,
farbten sich mit Neutralrot. Fur diese Versuche wurden besonders die
Kristalle aus den groRen Blattepidermiszellen geeignet.

Den Versuch mit Neutralrot und KCNS, der von Milidic und
Plavsic fur den Nachweis der intravakuolaren Lokalisation der Eiweil3-
drusen verwendet wurde, konnten wir leider hier nicht anwenden, denn
das Protoplasma quillt nicht unter dem EinfluR dieser Lésungen. Gleicher-
weise konnten wir bei unserer Pflanze nach der Plasmolyse mit Na,C03
keine Vakuolenkontraktion hervorrufen (siehe H 6 f 1e r, 1951). In diesem
letzten Falle permeiert kurze Zeit nach der Plasmolyse das Plasmolyti-
kum in die Vakuolen der Kladodienepidermis und der Zellsaft wird
dadurch gelb gefarbt (Flavonolen!). Dieselbe Farbe bekommen oft auch
die hexagonalen Kristalle, das Protoplasma vergrof3ert aber dabei sein
Volumen in gréBerem Mafe nicht. Nur einmal konnten wir eine trauma-
tische Vakuolenkontraktion beobachten: in diesem Falle befand sich in der
verkleinerten und rot gefarbten Vakuole ein hexagonaler Kristall, der
intensiv das Neutralrot speicherte.

Auf Grund dieser Versuche und Beobachtungen geht hervor, da
ein Teil der hexagonalen Kristalle in der Vakuole lokalisiert ist. Der
andere Teil der hexagonalen Kristalle mul3 sich teilweise im Zellkern
und teilweise im Cytoplasma befinden. Die intranuklearen EiweiRkristalle
waren gewo6hnlich etwas kleiner als die extranuklearen (Taf. Il, B); sie
konnten daher von den letzteren leicht unterschieden werden und sie
blieben auRerdem bei Farbung mit Neutralrot ungefarbt. Im allgemeinen
befanden sich die Kernkristalle ziemlich selten im untersuchten Material.
Wenn aber in einer Epidermiszelle diese Kristalle gefunden wurden, so
waren sie auch in anderen benachbarten Zellen anwesend. Extra- und
intranukleare Kristalle waren manchmal nebeneinander in ein und
derselben Zelle vorhanden (Taf. 11, B). Nach genauer Beobachtung konnten
wir konstatieren, da sich bei den extra- und intranuklearen Kristallen
um Korper derselben hexagonaler Struktur handelt.

Ein Teil der Kristalle ist gewi3 im Cytoplasma lokalisiert. Nach
unseren Beobachtungen unterschieden sich die cytoplasmatischen Kri-
stalle von intravakuoldaren dadurch, daR die ersten bei vertikaler
Stellung des Préaparates ihre Lage in der Zelle nicht &nderten und das
Neutrolrot nicht speicherten. In einigen Fallen konnten wir in zwei
benachbarten Epidermiszellen Kristalle beobachten, die sich verschie-t
denartig benahmen: die ersten speicherten das Neutralrot und anderten
ihre Lage in der Zelle, sie waren also in der Vakuole gestellt, die
anderen blieben ungefarbt und hielten ihre Lage ohne Anderung fest,
sie befanden sich also im Cytoplasma.
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Demzufolge kénnen die hexagonalen Kristalle in verschiedenen Zell-
teilen liegen: im Cytoplasma, in der Vakuole und im Zellkern.

In den Zellen von mehrern Exemplaren dieser Kakteenart konnten
wir neben den hexagonalen Kristallen auch Eiweispindeln finden
(Abb. 10). Wie die Kristalle, so waren auch die Spindeln in der Epi-

10/1

Abb. 10. Opuntia tomentosa. Eiweil3spindel und verschiedenartig lokali-
sierte hexagonale EiweilRkristalle in ein und derselben Zelle.

dermis der Blatter und Kladodien vorhanden. Besonders die Proteinspin-
deln aus den Trichomen erreichten eine betrachtliche GroRe (Abb. 9).
Was die Haufigkeit der Eiweilispindeln betrifft, sie waren bei unserer
Kaktee manchmal viel seltener, als sie gewdhnlich bei Epiphyllum
auftreten.

Die EiweiRRspindeln fanden sich oft sogar in denselben Zellen mit
hexagonalen Kristallen zusammen. Die letzteren hatten dabei bald eine
intranukleare bald eine extranukleare Lokalisation.

Um eine bessere Kenntnis Gber die Natur der hexagonalen Kérper zu
erreichen, bemihten wir uns mehrere Exemplare von Opuntia tomentosa
aus verschiedenen Landern zu verschaffen. In liebenswirdiger Weise
haben uns Stecklinge dieser Art Herr H. Krainz (Stadt. Sukkulenten-
Sammlung, Zurich), Herr Prof. Dr. EE Werdermann (Botanischer
Garten und Museum, Berlin-Dahlem), Herr Prof. Dr. A. Guillaumin
(Muséum National d’'Histoire Naturelle, Paris), Herr Prof. Concetto
Distefano (Catania), Herr L. Marnier-Lapostolle (Jardin bo-
tanique »Les Cedres«, St. Jean-Cap-Ferrat, Frankreich), Herr L. V atri-
can (Jardin exotique, Monaco) und Herr F. Riviere de Caralt
(Jardin Pinya de Rosa, Barcelona) gesendet. Die mikroskopische Durchsicht
der Stecklinge hat gezeigt, dall EiweilRkristalle in verschiedener Weise
verteilt waren (vgl. Tab. 1)

Wie aus der Tab. 1 sichtbar ist, befinden sich auch bei dieser Art die
Eiweillspindeln sehr haufig in den Exemplaren, die aus botanischen
Garten stammen. Das stimmt gut mit den Ergebnissen unserer friiheren
am adriatischen Kistenlande durchgefihrten Untersuchungen Uberein,
wahrend deren wir konstatieren konnten, dal} die Eiweispindeln haufig in
jenen Kakteen Vorkommen, die in den Garten und Parkanlagen wachsen
(Milicic, 1956 b). Demgegentber haben dieselben Untersuchungen
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TAB. 1 Verteilung der EiweilRkristalle in Opuntia tomentosa-Pflanzen
von verschiedener Herkunft

Herkunft der Stecklinge Eiweil3spindeln Hexagonale Kristalle

Berlin + +
Paris + (+)
Catania + +
St. Jean-Cap-Ferrat - ?
doncls ¢ ' :
onaco - (+)
Barcelona + +
+

Zagreb +

gezeigt, dal die verwilderten, spontan wachsenden Pflanzen im Adria-
Gebietel Jugoslawiens stets ohne Eiweil3spindeln sind.

Was die Eiweilspindeln von Opuntia tomentosa aus angefihrten
botanischen Garten betrifft, befanden sich diese in verschaffenen Exem-
plaren nicht immer reichlich und in groer Anzahl, sondern blieben
manchmal aus unbekannten Griinden sehr selten. Dal3 einige spindelfreien
Exemplare aus St. Jean-Cap-Ferrat und Monaco doch imstande waren,
Eiweilspindeln zu bilden, zeigt ein Pfropfungsversuch, wahrenddessen als
Unterlage die spindelfiihrenden Exemplare und als Reis die genannten
spindelfreien Pflanzen verwendet wurden. Nach drei Monaten in den
vorher spindelfreien Pflanzen wurde eine groRe Anzahl von Eiweil3-
spindeln wahrgenommen.

Was die hexagonalen Kristalle anbelangt, waren diese bei einigen
Exemplaren ziemlich haufig. Demgegeniber in den Pflanzen aus Paris
und Monaco konnten wir diese sehr selten finden, so daR wir lange Zeit
meinten, dal diese Pflanzen ohne Kristalle sind. Spater haben wir auch
in diesen Pflanzen Kristalle gefunden, waren aber in sehr kleiner Anzahl
anwesend. In einigen Exemplaren aus St. Jean-Cap-Ferrat konnten wir
doch diese nicht wahrnehmen, obwohl ein reichliches Material durch-
mustert wurde.

Obwohl uns die bisherigen Untersuchungen nicht gestatten, Uber
die Natur der Kristalle etwas mit Sicherheit zu beschlieRen, meinen wir
doch, daR es wahrscheinlicher ist, daR die hexagonalen Kristalle normale
ZelleinschlUsse sind. Wir halten also, daR diese Kristalle vom Virus nicht
bedingt sind. Es ist aulRerdem ganz ausgeschlossen, dal die hexagonalen
Kristalle Aggregate vom Kakteenvirus sind, weil die langen Partikeln
dieses Virus nicht imstande sind, solche polyedrische Kristalle zu bilden.

1 Im letzten Gebiete, und zwar bei Split und Sibenik, hat sich in besonders
groBer Exemplarenanzahl eine kleine Opuntie entwickelt, die von Visiani
(1842) als Opuntia nana benannt wurde. Wir haben diese Art unter dem
Einflu® von Hayek (1927) mit dem ungeeigneten Namen Opuntia humifusa
bezeichnet (Milicic, 1956 b). Der neuere Name dieser Art ist Opuntia
compressa (Sal.) Macbr. (vgl. Backeberg, 1958). Die Art ist imstande Eiweil3-
m.spindeln zu bilden, wie dies uns ein Infektionsversuch gezeigt hat.
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Diskussion

Gelegentlich dieser Untersuchungen hatten wir die Absicht neben
anderem festzustellen, in welchem Zellteil verschiedene Arten von
Kakteen-Eiweil3kristallen lokalisiert sind. Die Beobachtungen wurden an
den rhombenférmigen Plattchen von Opuntia inermis, an den Stachel-
kugeln von Opuntia monacantha und an den hexagonalen Kristallen von
Opuntia tomentosa durchgefuhrt. Auf Grund verschiedener Versuche
konnten wir konstatieren, dal} sich die rhombenférmigen Plattchen und
die Stachelkugeln regelméaRig in den Vakuolen befinden, die hexagonalen
Kristalle dagegen sind nur teilweise in der Vakuole teilweise im Cyto-
plasma und Zellkern lokalisiert.

Wenn wir diesen Kristallen noch Eiweildrusen hinzuzéhlen, die sich
nach den Versuchen von Milic¢i¢ und Pia vSi¢ (1956) im Zellsafte
immer befinden, kénnen wir konstatieren, daR die EiweiRkristalle der
Kakteen ziemlich oft in den Vakuolen liegen. Sonst ist die Lokalisation
der Proteinkristalle in den flissigen Vakuolen bei anderen Pflanzen sehr
selten, so dal bisher mit Sicherheit nicht festgestellt wurde, dal Eiweil3-
kristalle in solchen Vakuolen Vorkommen.

Aullerdem haben wir Untersuchungen dber die Natur dieser Kri-
stalle begonnen. Da in Kakteenzellen haufig Eiweillspindeln, d. h. Agre-
gate von Virus-Makromolekeln, anwesend sind, beabsichtigten wir zuerst
festzustellen, ob nicht auch die von uns untersuchten Kristalle von einer
Virusinfektion bedingt sind. Die erzielten Ergebnisse werden wir im
Folgenden besprechen.

Die rhombenférmigen Plattchen, deren EiweiBnatur Mili€i¢
(1956 a) bewiesen hat, wurden bis jetzt nur in der Blattepidermis von
Opuntia inermis beobachtet, in anderen Organen dieser Pflanze und in
anderen Kakteenarten konnten sie nicht gefunden werden. Sonst sind
diese Kristalle in der Sippe Opuntia inermis ziemlich verbreitet, weil wir
diese nicht nur in den Exemplaren aus Rovinj, sondern auch in den
spindelfreien Exemplaren aus verschiedenen anderen Lokalitdten finden
konnten. Da die rhombenférmigen Plattchen durch Samen Ubertragbar
sind, scheinen sie keine Viruskérper, sondern normale Zellbestandteile zu
sein. Es ist ganz sicher, dal die Plattchen vom spindelbildenden Virus
nicht bedingt sind, weil sie auch in jenen Exemplaren Vorkommen, die
stets ohne Spindeln sind.

Wahrend fast gewil3 ist, dal die Plattchen einen normalen Charakter
besitzen, ist die Natur der Stachelkugeln und der hexagonalen Kristalle
sehr wenig bekannt. Die Stachelkugeln kommen bei den spindelhaltigen
Opuntia monacantha-Pflanzen vor; die spindelfreien Exemplare dieser
Art scheinen, in Zusammenhang mit den EiweiBkristallen bis jetzt nicht
untersucht worden zu sein. Es ware in erster Linie notwendig, aus Samen
gezogene Opuntia monacantha-Pflanzen auf die Anwesenheit der Stachel-
kugeln zu erforschen. Es ist sehr wahrscheinlich, daR diese Exemplare —
wie dies sich auch bei den aus Samen gezogenen Opuntia inermis-Pflanzen
gezeigt hat — ohne Spindeln sein werden. Wenn auch in spindelfreien
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Pflanzen die Stachelkugeln gefunden werden werden- dann wird es
gewil sein, dal} diese mit dem Kakteenvirus nichts Gemeinsames haben
und sehr wahrscheinlich einen normalen EiweiBkdérper darstellen.

Wie wir gesehen haben, befindet sich bei den Kakteen eine groRere
Anzahl verschiedener Eiweikristalle. Heute ist schon ganz sicher, daR
dieser Polymorphismus vom spindelbildenden Virus in allen Fallen nicht
abhangig ist. Nach den angefihrten Ergebnissen stellt eine Kristallart
(rhombenférmige Plattchen) nicht nur keine Ansammlung von elementaren
Partikeln dieses Virus dar, sondern steht gewil3 in keinem Zusammenhang
mit diesem Virus. Gleicherweise ist es ganz sicher, da die hexagonalen
Kristalle von Makromolekeln des spindelbildenden Virus nicht ausgebaut
sind, weil seine langen und gekrimmten Partikeln nicht imstande sind,
Kristalle solcher Form zu bilden. AuRerdem ist nicht sicher, daR die
Stachelkugeln bzw. die Proteindrusen in irgend welchem Zusammenhang
mit demselben Virus stehen. Demzufolge muissen wir auf Grund dieser
Tatsachen beschlieRen, daR die Eiweill kristalle der Kakteen
verschiedenen Charakter und Herkunft besitzen.

Wenn die Stachelkugeln, die rhombenférmigen Plattchen und die
hexagonalen Kristalle Viruskdrper waren, dann kdénnten diese Korper
die Fahigkeit besitzen, nicht nur in einer Pflanzenart, sondern in mehre-
ren Pflanzen in derselben Form vorzukommen. So z. B. erscheinen die
hexagonalen Plattchen von Tabakmosaikvirus, die Eiweif3spindeln der
Kakteen und die Nadelbischel von Alliaria-Virus (Milicic, Panjan,
Bilanovic und Katic, 1958) in ihrer typischen Form in den Zellen
von verschiedenen Pflanzenarten. Zur Unterschied von diesen Virus-
kérpern sind unsere Kristalle viel mehr auf einzelne Kakteenarten gebun-
den. So z. B. — wieviel uns bis jetzt bekannt ist — kommen die rhomben-
férmigen Plattchen nur in Opuntia inermis, die hexagonalen Kristalle nur
in Opuntia tomentosa vor. Was die Stachelkugeln betrifft, sie sind in
Opuntia monacantha gefunden; ihnen sind aber die EiweilRdrusen von
Epiphyllum verwandt, die mit Ricksicht auf ihre Morphologie und Loka-
lisation in der Zelle mit Stachelkugeln vollig tUbereinstimmen. Deshalb
kénnten wir diese zwei letzteren Kdérper als identische Gebilde betrach-
ten, die bei Kakteen ziemlich verbreitet sind. Sie sind aber doch nicht
ganz gleich; wir konnten ndhmlich feststellen, daR sich diese zwei Korper
wahrend der Behandlung mit gesattigter alkoholischer Lésung von Su®
blimat verschiedenartig verhalten; die Stachelkugeln lassen sich in dieser
Losung sehr gut fixieren, die Eiweildrusen geben dagegen nicht immer
gute und gleichartige Ergebnisse. Welchen Charakter haben diese zwei
sonst sehr ahnlichen Korper, ist noch nicht bekannt. In Zusammenhang mit
dieser Frage haben Milicic und P lav 8ic die Meinung vorgefuhrt,
daR die EiweilRdrusen Viruscharakter besitzen. Der Umstand, daR sich die
Eiweilldrusen regelméRig in den Vakuolen befinden, in denen bei Kakteen
normale Eiweillkristalle (rhombenférmigen Plattchen) Vorkommen, zwingt
uns zu halten, daB ihre Natur noch nachgeprift werden mufte.
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Auch die Natur der hexagonalen Kristalle dirfte erst gelegentlich
der kunftigen Untersuchungen genauer erklart werden. Wir meinen, dafl
auch in diesem Falle eine Durchmusterung der jungen, aus Samen gezo-
genen Exemplare von Opuntia tomentosa sehr nutzlich wéare, und zwar
solcher Exemplare, deren Muterpflanzen hexagonale Kristalle enthielten.

Bei der Beurteilung, ob ein EiweilRkérper Viruscharakter hat, be-
stehen viele Schwierigkeiten. Die Virus-EiweiRkérper —ewie bekannt —
besitzen die Fahigkeit, ihre Zellen zu verlassen und in die Zellen anderer
Wirtspflanzen einzudringen. Demgegentber sind die normalen kristallinen
EiweiBkdérper nicht fahig, in die anderen Pflanzen Ubertragen zu werden,
sondern sie bleiben standig in ihren Mutterzellen. Diese Eigenschaft der
normalen EiweilBkdrper ist eine negative Charakteristik, die sich auch nach
vielen nicht gelungenen Ubertragungsversuchen mit Sicherheit nicht
beweisen, sondern nur mehr oder minder wahrscheinlich machen kann.
Es ist namlich méglich immer wieder anzunehmen, dal eine Wirtspflanze
besteht, in die der betreffende EiweilRkdrper Ubertragen werden kann.
Deshalb sind wir bei der Beurteilung, ob ein Kristall normale Natur oder
Viruscharakter besitzt, gezwungen, einige andere wichtige Eigenschaften
der Viren bzw. der normalen EiweiBkérper zu nitzen, wie z. B. die Un-
fahigkeit fur die Ubertragung durch Samen, die Verbreitung in der be-
treffenden Sippe, die chemische Zusammensetzung u. s. w. (vgl. Thaler,
1955/1956; Weber, 1953/1954 b).

ZUSAMMENFASSUNG

I. Die mechanische Ubertragung des Kakteenvirus, das in den Zellen
Seiner Wirtspflanzen Eiweilspindeln bildet, kann durch Abreibung der
Kladodienepidermis mit infektidsem PreBsaft bei Karborundzusatz aus-
gefuhrt werden. Bei solcher Ubertragung entstehen die ersten Spindeln in
den Epidermiszellen schon 6 bis 10 Tage nach der Inokulation. Dasselbe
Virus ist durch Samen nicht Ubertragbar, wie das ein Versuch mit 40
jungen Opuntia inermis-Pflanzen gezeigt hat.

Il. Die eiweihaltigen rhombenférmigen Plattchen von Opuntia iner-
véis sind regelmafig in den Vakuolen der Blattepidermis lokalisiert. lhre
Entstehung ist vom spindelbildenden Virus nicht bedingt, so dal die
Plattchen sehr wahrscheinlich einen normalen Zellbestandteil darstellen.

I1l. Die Stachelkugeln von Opuntia monacantha befinden sich auch
immer im Zellsafte, wie wir dies auf Grund ihrer Verlagerung in der
Zelle bei vertikaler Orientierung des Préparates, ihrer Vitalfarbung, der
Vakuolenkontraktion u. s. w. beschlieBen konnten. Ob diese Kérper vom
spindelbildenden Virus abhéngig sind, ist unbekannt geblieben.

IV. Die hexagonalen EiweiBkristalle von Opuntia tomentosa kénnen
im Cytoplasma, im Zellkern und im Zellsafte lokalisiert sein. Es scheint,
daB diese Kristalle vom spindelbildenden Virus nicht bedingt sind.
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SADRZAJ

DA LI SU RAZLICITI BJELANCEVINASTI KRISTALI KAKTEJA
VIRUSNA TiJELA?

U posljednje su se vrijeme dosta Cesto istrazivali bjelancevinasti kri-
stali raznih biljaka, a naro€ito mnogo kristali kakteja. Medu posljednjima
posebni su interes privukla parakristalini¢na proteinska vretena, koja su
vrlo Cesta u epidermi raznih vrsta Epiphyllum i Opuntia.

BjelanCevinasta vretena kakteja otkrio je koncem proSlog stoljeca
Molisch i smatrao ih za rezervne tvari. Godine 1951. Rosenzopf o-
v a je preispitala karakter ovih tijela, pa je cijepljenjem i inokulacijom
inficiranoga soka dokazala, da su tijela ovisna o virusnoj infekciji. Poslije
toga u stanicama inficiranih kakteja Weber i suradnici otkrili su
X-tijela, a drugi su autori pomocu elektronskog mikroskopa pronasli pro-
duzene i savitljive elementarne virusne cCestice. U pogledu poznavanja
znalenja proteinskih vretena narocito su vrijedna istrazivanja Amelun-
xena (1956 b i 1958), koji je ustanovio, da su proteinska vretena agregati
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virusnih Cestica i da virus sadrzi pored bjelancevine joS i ribonukleinsku
kiselinu, t.j. da se po kemijskom sastavu ne razlikuje od drugih virusa
visih biljaka.

Prilikom istrazivanja proteinskih vretena otkriveni su kod raznih
kakteja i drugi bjelancevinasti kristali. Veéinu ovih kristala razni autori
dovodili su u vezu s proteinskim vretenima i smatrali ih ovisnim o vi-
rusnoj infekciji. To su slijedeéi kristali: rompske ploCice kakteje Opuntiu
inermis DC., bodljikaste kugle vrste Opuntia monacantha Haw., proteinske
druze kakteje Epiphyllum te heksagonski kristali vrste Opuntia tomentosa
S. D. Buduéi da misljenja o virusnoj prirodi ovih kristala nisu bila podu-
prta eksperimentalnim dokazima, zapoceli smo ovom radnjom istraZivanja
u tom smijeru.

Da bi se toCnije upoznali ovi kristali, vazno je bilo i znati, u kojem se
dijelu stanice nalaze. Ve¢ je u jednom prijaSnjem izvjeStaju bilo obja-
vljeno, da se proteinske druzZe nalaze redovno u stani¢nom soku (Milici¢
i Plavsié¢ 1956). U ovom izvjeStaju mozemo tome dodati, da su i romp-
ske ploCice i bodljikaste kugle uvijek smjeStene u vakuolama. Osim toga
smo ustanovili, da i heksagonski kristali imaju katkada intravakuolarnu
lokalizaciju. Prema tome razni bjelancevinasti kristali kod kakteja Cesto
se nalaze u stanitnom soku. Budu¢i da prema dosadaSnjim podacima iz
literature nije bilo sa sigurno$éu poznato, da proteinski kristali mogu
postojati i u teku¢im vakuolama, ima ovaj nalaz posebnu vaznost.

Da su spomenuti kristali lokalizirani u stani¢nom soku. bilo je doka-
zano slijedec¢im pokusima i zapazanjima. Intravakuolarni kristali bojili su
se vitalnim bojama neutralnim crvenilom i metilenskim modrilom; isti su
kristali u horizontalnom mikroskopu prilikom vertikalne orijentacije pre-
parata mijenjali svoj polozaj u stanici, prilikom traumatske vakuolarne
kontrakcije nalazili su se redovno u smanjenoj vakuoli, a pored toga su
Cesto pokazivali Brownovo gibanje. Narocito je slijedeée zapazanje bilo
vrlo ubjedljivo: Bodljikaste kugle poslije vitalnog bojanja s neutralnim
crvenilom intenzivno su upijale boju; pritom je dolazilo u vakuoli do
rastavljanja stani¢nog soka u dvije tekuce faze, od kojih je jedna bila
mnogo viskoznija. Posljednja je faza imala oblik malenih kapljica, vrlo
intenzivno crveno obojenih. Crveno obojene kapljice prislanjale su se
postepeno na povrSinu bodljikaste kugle i uskoro je tako dobro prekrile,
da se bodlje viSe nisu raspoznavale, pa je na taj nacin povrSina kugle
postala glatka. Pojava, da su viskozne kapljice pokrile u debelom sloju
povrSinu kugle, svjedoCi, da se kugle nalaze u vakuoli, jer bi inate —
kad bi kugle imale intraplazmatsku lokalizaciju —eprotoplazma prijecila,
da se kapljice prislone uz bodljikaste kugle.

Dok smo na osnovi navedenih zapazanja mogli ustanoviti, da je pre-
tezni dio kristala smjeSten u vakuolama, detaljnija istrazivanja na heksa-
gonskim kristalima pokazala su, da se samo jedan njihov dio nalazi u
vakuoli, a drugi dio u citoplazmi i vrlo rijetko u jezgri.
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Od navedenih kristala do sada smo najbolje istrazili rompske plocice
iz vrste Opuntia inermis. Da bismo ustanovili, da li su ove ploCice ovisne
0 virusu, koji obrazuje proteinska vretena, nastojali smo pribaviti Sto veci
broj neinficiranih primjeraka ove vrste, t.j. primjerke bez proteinskih
vretena. To smo postigli tako, da smo iz sjemenki uzgojili 40 mladih bi-
ljaka, od kojih ni jedna nije imala virusnih uklopina. Moramo napomenuti,
da su mlade biljke potjecale od sjemenki sabranih sa primjeraka, koji su
bili inficirani virusom proteinskih vretena. Buduc¢i da se virusi u velikoj
vecini ne prenose sjemenkama na potomstvo, dobiveni su i u ovom slucaju
od inficiranih roditelja zdravi potomci, koji nisu sadrzavali virusne uklo-
pine. Time je ujedno bilo dokazano, da se ni virus proteinskih vretena ne
prenosi sjemenkama na potomstvo.

Prema tome, ako se kakteje uzgajaju iz sjemena, dobiveno potomstvo
bit ¢e zdravo, t.j. nece imati proteinskih vretena. Nasuprot tome, ako se
kakteje razmnazaju pomocu bolesnih sadnica, virus ¢e pre¢i na nove biljke.

Mlade biljke bile su detaljno mikroskopski istraZzene, pa su pritom
gotovo kod svih primjeraka nadene rompske plocice. Na osnovi toga moglo
se zakljuciti, da pojavljivanje rompskih ploCica nije ovisno o prisustvu
proteinskih vretena. Prema tome vrlo je vjerojatno, da rompske ploCice
predstavljaju normalne i redovne sastavne dijelove stanica kod vrste
Opuntia inermis.

Analogne pokuse s vrstama, koje sadrze bodljikaste kugle, proteinske
druze i heksagonske kristale, nismo mogli izvrSiti, jer nismo imali na
raspolaganju klijave sjemenke doti¢nih vrsta. Vrlo je vjerojatno, da bi se
1kod tih vrsta iz sjemenki dobili zdravi egzemplari bez vretena. Ako bi
mlade biljke bile bez vretena, a sadrzavale navedene kristale, onda bi se
moglo zakljuciti, da kristali nisu ovisni o virusu iz proteinskih vretena.

Sto se tice bodljikastih kugli i proteinskih druza, tim je kristalima
takoder bio pripisan virusni karakter, ali to miSljenje nije se zasnivalo
ha eksperimentalnim dokazima. Okolnost, da se ta tijela nalaze redovno
u vakuolama isto kao i rompske plo€ice, ukazuje na moguénost, da ni ona
ne predstavljaju virusne tvorevine.

Od tih se kristala ve¢ po samoj lokalizaciji u stanici razlikuju heksa-
gonski kristali kakteje Opuntia tomentosa. Da bismo saznali, kako su
rasprostranjeni heksagonski kristali kod te vrste, nabavili smo veci broj
primjeraka ove biljke iz raznih botanickih vrtova u Evropi. Primjerci su
bili detaljno pregledani, jer smo ocekivali, da bi nam raspodjela kristala
u tim primjercima mogla dati neke indicije o prirodi kristala. Ako su
kristali virusne prirode, onda se moglo ocekivati, da ¢ée se na¢i samo u
nekim, t. j. inficiranim primjercima, a da ¢e u neinficiranim posvema
izostati; nasuprot tome, ako su kristali normalne tvorevine, morali bi se
nalaziti u svim primjercima bez razlike. Suglasno tome proteinska vre-
tena, koja predstavljaju virusna tijela, nalazila su se samo u jednom dijelu
dobivenih primjeraka, dok su drugi primjerci bili bez njih. Sto se tice
heksagonskih kristala, nismo mogli dobiti jasnu sliku o njihovoj raspo-
djeli. Cini se, da ih imaju svi dobiveni primjerci. Neki su ih primjerci
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sadrzavali u vrlo malenom broju, pa je to otezalo ocjenjivanje. Svakako je
posve sigurno, da ovi kristali ne predstavljaju neki posebni kristalni oblik
virusa, koji producira proteinska vretena, jer produzene elementarne
Cestice toga virusa ne mogu obrazovati heksagonske kristalne onakvog
tipa, kakav se nalazi u kakteji Opuntia tomentosa.

Polimorfizam proteinskih kristala kod kakteja nije prema tome uvijek
ovisan samo o virusu proteinskih vretena, nego o tome, Sto se pored
virusnih kristala (proteinskih vretena) pojavljuju — katkad u istoj stanici
— joS i kristali drugog karaktera, koji su vjerojatno redovni stanicni
dijelovi doticne vrste.

Prilikom ovih zapaZanja uspjeli smo konstatirati, da se virus pro-
teinskih vretena mnogo brze mehanicki prenosi na zdrave biljke, i to ve¢
kroz 6 do 10 dana, ako se upotrebi kao pomoc¢no sredstvo karborundski
praSak. Inace je kod prijasSnjih nacina prenoSenja »inkubacija« trajala
obicno preko mjesec dana.
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