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UNTERSUCHUNGEN UBER
VIRUS-ZELLEINSCHLUSSE

DAVOR MILICIC

(Aus dem Institut fur Botanik der Universitdt Zagreb)
1 Einleitung

Schon seit langem ist es bekant, daB in viruskranken Pflanzen kurze
Zeit nach der Infektion zwei Arten von Zelleinschlissen entstehen kon-
nen: amorphe X-Kdrper und kristalline Korper. Die ersten sind optisch
isotrop und besitzen eine rundliche, ovale oder améboide Form; sie sind
gewdhnlich so groB wie der Zellkern, sind immer nur im Cytoplasma
eingebettet und stehen haufig im Kontakt mit dem Zellkern. Demge-
genuber sind die letzteren Kdrper optisch anisotrop und kommen sowohl
in der Form von polvedrischen echten Kristallen wie auch in der Form
von spindel- bzw. nadelartigen Parakristallen vor. Die kristallinen Kérper
befinden sich entweder im Cytoplasma oder im Zellkern.

Die beiden Arten von Virus-Zelleinschliissen sind besonders gut bei
den an der Tabakmosaikkrankheit leidenden Pflanzen untersucht worden.
Zahlreiche Arbeiten, unter denen besonders die Abhandlungen von
Sheffield (1931, 1936) wichtig sind, weisen darauf hin, da die unter
dem EinfluR des Tabakmosaikvirus (TMV) entstehenden X-Korper all-
maéhlich in kristalline Inklusionen {bergehen koénnen. Dabei sammelt
sich in den anfanglich véllig amorphen X-Kdrpern mit der Zeit das kri-
stalline Material an, so daf sich endlich aus den X-Kd&rpern kristalline
Inklusionen bilden. In den mit dem TMV infizierten Pflanzen nehmen
diese letzteren am héaufigstens die Form von hexagonalen Prismen an.
In letzterer Zeit wurden diese Prismen elektronenoptisch eingehend un-
tersucht, wobei festgestellt wurde, daf es sich um echte Viruskristalle
handelt, d. h. um Gebilde, die aus Viruspartikeln aufgebaut sind (Wehr-
meyer 1959, Hills 1959).
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2. Uber die Natur der X-Kodrper

Wie aus dem Obigen folgert, zeigen die lichtmikroskopischen Unter-
suchungen, die an den mit TMV infizierten Pflanzen ausgefiihrt wurden,
dall ein enger genetischer Zusammenhang zwischen den X-Kdérpern und
den kristallinen Inklusionen besteht. Deshalb herrschte bis unldangst im
allgemeinen die Meinung, dal sich in den X-Kd&rpern eine groBe Anzahl
von Viruspartikeln befindet. Nach dieser Ansicht sind die Virusteilchen
in den X-Kd&rpern anfanglich noch nicht regelméRig angeordnet, so dal
die X-Korper zuerst einen amorphen Charakter besitzen. Erst spéter
ordnen sich in ihnen die Partikeln regelmdaRig an, wobei das Virus kri-
stallisiert bzw. kristalline Einschliusse entstehen.

Nicht nur das TMV, sondern auch einige andere Viren zeigen
adhnliche Beziehungen unter den Zelleinschlissen. So ist es seit Jahren
bekant, daB auch das Kakteenvirus in seinen Wirten zwei Arten von
Zelleinschlussen bilden kann. Der beriihmte, unldngst gestorbene &ster-
reichische Botaniker Friedl Weber hat diese Einschlisse eingehend
studiert (Weber 1951; Weber, Kenda und Thaler 1952). Auf
Grund lichtmikroskopischer Untersuchungen wurde zuerst von Weber
und seinen Mitarbeitern konstatiert (Weber, Kenda und Thaler
1952; vgl. auch Milicic 1956, Amelunxen 1956), daB sich die para-
kristallinischen EiweiBspindeln manchmal auch aus X-Kd&rpern, d. h.
aus amorphen Einschlissen, entwickeln kdnnen.

In letzter Zeit wurden die unter dem Einfluf eines Kruziferen-Virus
entstehenden Einschlusse eingehender erforscht (Milicic 1956; Mi-
licic, Pan jan, Bilanovic und Katic 1958; Milicic 1961/62).
Den Ergebnissen dieser Untersuchungen nach entstehen die Kérper
héchstwahrscheinlich durch einen Stamm des Wasser- und Kohlriben-
mosaikvirus. Auch in diesem Falle bilden sich zuerst amorphe X-Kérper;
spater entwickeln sich aus diesen kristalline Einschlisse, die meistens
die Form von Nadelaggregaten aufnehmen.

Diese lichtmikroskopischen Untersuchungen, die auf einen engen
Zusammenhang zwischen den X-Kdérpern und kristallinen Einschlissen
hinweisen, erwiesen sich vor kurzem als ziemlich bedeutend- Unlangst
sind namlich mehrere Arbeiten veroffentlicht worden, deren Autoren in
den X-Kdrpern die Anwesenheit der Viruspartikeln nicht beweisen
konnten (Rawlins, Weierich und Schlegel 1956, Matsui
1959 u. a.; vgl. dagegen Brandes 1956). Die Ergebnisse dieser Arbeiten
stehen nicht in Ubereinstimmung mit den Beobacthungen, daR die
Viruskristalle aus den X-Kérpern durch allméhliche Kristallisation
entstehen. Wenn in den X-Kdrpern keine Virusteilchen vorhanden waren,
dann konnten sich aus ihnen keine Viruskristalle aufbauen. Die Meinun-
gen verschiedener Autoren lber die Natur der X-Kdérper stimmen also
noch immer nicht tberein (vgl. Richter und Klinkowski 1960).
Jedoch zeigen die angefuhrten Untersuchungen ber Entstehung der
kristallinen Einschlisse des Kakteenvirus und Wasser- und Kohlriben-
mosaikvirus, dal X-Koérper hochstwahrscheinlich Aggregate von Virus-
partikeln darstellen.
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3. Kakteen-EiweiBspindeln in den Angehdrigen der
Familien Chenopodiaceae und Caryophyllaceae

In den Zellen vieler Kakteen wurden von Molisch (1885) die
spindelférmigen Eiweilleinschliisse entdeckt, die heute unter dem Namen
EiweiBspindeln allgemein bekannt sind. Molisch war der Ansicht,
dall diese kristallinen Korper Reservestoffe vorstellen. Edith Rosen-
zopf (1951), eine Schilerin von Friedl Weber, hat mittels Ubertra-
gungsversuche festgestellt, daB die EiweiBspindeln keine normalen
Zellbestandteile, sondern Virus-Zelleinschlisse sind. Nach diesen ersten
Versuchen wurden die EiweilRspindeln noch von anderen Forschern
genauer untersucht (Weber, Ken da und Thaler 1952; Milicic
1954; Amelunxen 1958), wobei die Angaben von Rosenzopf
bestdtigt werden konnten.

Mit der Struktur der EiweiBspindeln befaBte sich besonders Ame-
lunxen (1956, 1958), der festgestellt hat, dal diese Kdrper von elemen-
taren Viruspartikeln aufgebaut sind. Nach der Ansicht dieses Autors
entstehen die Eiweillspindeln durch die lineare und die laterale Aggrega-
tion der langlichen Virusteilchen; demnach sind die EiweilRspindeln nach
ihrer Struktur hdchstwahrscheinlich Parakristalle.

Bis unlangst waren die Wirtspflanzen des EiweiRspindeln bildenden
Virus nur aus der Familie Cactaceae bekant. Vor kurzem gelang es Mi-
licic und Udbinac (1961), dieses Virus auf einige Pflanzen zu
Ubertragen, die nicht den Kakteen angehdrten. Das sind folgende Pflan-
zenarien: Chenopodium amaranticolcr, Chenopodium &lbum, Beta vulga-
ris und Agrostemrr.a gizhago. Das Virus wurde dabei mechanisch mit
Hilfe von Karborundpuder Gbertragen. In allen diesen Arten sind 10 bis
45 Tage nach der Inokulation in den behandelten Blattern EiweiBspindeln
entstanden, die ebenso gut entwickelt waren wie bei Zygocactus, Opun-
tia und anderen Kakteen. Aufler den typischen Spindeln befanden sich
da auch Korper, die den Raphiden, Nadeln oder Faden ahnlich waren,
so daR ihre Form sehr variabel war, wie das der Fall auch bei
Kakteen ist.

Es ist interessant, daf bei allen angefiihrten Pflanzen das Kakteen-
virus in den inokulierten Blattern lokalisiert blieb. Dabei entstanden bei
Beta vulgaris und Agrostemma githago auf den inokulierten Blattern
keine Krankheitssymptome, so daR die Infektion nicht nur lokalisiert,
sondern auch latent war. Demgegeniber bildeten sich auf den Cheno-
podium-Blattern charakteristische Lokalldsionen, die ungefdhr 4 mm
groB und bei Vergilbung der Blatter von einem grinen Hof umgeben
waren.

4. Virus-Zelleinschlisse in Lokalldasionen
In dem im Bereiche der Lokalldsionen befindlichen Zellen von Che-
nopodium haben wir also, viele unter dem EinfluB des Kakteenvirus
entstandene Zelleinschlisse entdeckt. Es muR hier betont werden, daR
die Virus-Zelleinschliisse bei fritheren Untersuchungen in den unter nor-

101



malen Bedingungen entstehenden Lokalldsionen nie aufgefunden worden
sind. Da das Vorkommen der Einschlisse in Lokalldsionen fir die Kennt-
nis des Mechanismus, der die Lokalisierung des Virus im Bereiche der
Lasionen reguliert, von Belang sein koénnte, haben wir auch Unter-
suchungen an den von verschiedenen Viren verursachten Lé&sionen aus-
gefiihrt.

Die Virus-Zelleinschliisse in Lokallasionen scheinen ziemlich héaufig
zu sein. So konnten wir z. B. diese Kdrper aufler in dem schon erwéhnten
Falle noch in Lokallasionen entdecken, die sich unter dem EinfluR des
TMV auf Datura stramonium bildeten (Milicic 1962). In der Mitte
dieser Lé&sionen befand sich ein nekrotisches Gewebe, das von einem
engen lebenden chlorotischen Hof umgeben war. Gerade in diesem leben-
den Laé&sionsteile haben wir typishe hexagonale Prismen beobachtet. Da
diese Prismen echte Viruskristalle sind, kann man auf Grund ihrer
Anwesenheit darauf schlieBen, daB im lebenden Teile der Lokalldsionen
eine groBe Menge von Viruspartikeln vorhanden ist.

Auch in den Blattern von Chenopodium amaranticolor bilden sich
unter dem EinfluB des TMV Lokalldsionen (Miliéic und Udbinac
1961). In diesen konnten wir einige Tage nach der Inokulation ziemlich
grofle X-Korper wahrnehmen, in denen sich spater das kristalline Ma-
terial ansammelte.

Die Virus-Zelleinschlusse haben wir auch in Lokall&dsionen aufge-
funden, die sich nach Infektion mit einem Stamm des Wasser- und Kohl-
ribenmosaikvirus auf den Blattern von Chenopodium amaranticolor und
Gomphrena globosa entwickelt haben (Milicic 1962). Dieser Stamm
rief bei den erwédhnten Pflanzen Lokallasionen hervor, die mit einem
nekrotischen Zentrum versehen waren. Auch in diesen L&sionen konnten
wir X-Koérper auffinden, und zwar in ihren lebenden Teilen, die sich
um das nekrotische Zentrum befanden.

Wie aus dieser Darstellung ersichtlich ist, ist das Vorkommen der
Virusinklusionen in Lokallasionen ziemlich haufig. Dabei sind die Ein-
schliisse in der Regel in den chlorotischen Teilen der Lasionen zu finden;
demgegeniiber kann man diese Kdrper in nekrotischen Teilen nicht mehr
bemerken. Im allgemeinen kann man sagen, dal das Vorkommen der
Einschliisse und der Virusteilchen in Lokallasionen sehr reichlich ist.
AuRerhalb der Lasionen, im gesunden Blattgewebe, konnten wir niemals
Viruseinschliisse wahrnehmen. Das weist darauf hin, daR sich das Virus
bei den beschriebenen Lokalinfektionen nur in den Lasionen vermehren
kann.

5. Viruskodrper in der Vakuole

Gelegentlich unserer mikroskopischen Untersuchungen haben wir
manchmal in den Zellen, die schon erwadhnte Viruseinschliisse enthielten
(X-Korper und kristalline Einschliisse), noch besondere Korper beo-
bachtet, die in den Vakuolen lokalisiert waren. Demgegeniber befanden
sich die oben beschriebenen amorphen und kristallinen Einschlisse
immer im Cytoplasma oder — sehr selten — im Zellkern. Da diese neuen
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Korper in einem anderen Zellteil eingebettet lagen, haben wir einige
Beobachtungen an ihnen ausgefiihrt (vgl. Milic¢i¢ 1962).

Besonders eingehend konnten wir diese Korper bei Capsicum an-
nuum und Datura stramonium studieren. Diese beiden Pflanzen waren
mit einem TMV-Stamm infiziert, der aus einer Tomatenpflanze isoliert
worden ist. In Capsicum anuum-Pflanzen, die systemisch erkrankt wa-
ren, wiesen die Vakuolenkdrper die Form von Nadelbindeln auf. Sie
befanden sich regelmafig nur in den Zellen, wo auch die hexagonalen
Prismen vorhanden waren. DaB die Nadelbindel die intravakuoldre Lo-
kalisation enthielten, konnten wir aus ihrer sehr lebhaften Brownschen
Bewegung schliefen, wie auch auf Grund ihrer Verlagerung im horizon-
talen Mikroskop.

Wir sind der Ansicht, dal die Nadelblindel Viruskdrper sind, d. h.
dall sie Gebilde darstellen, die unter dem EinfluR der Virusinfektion
entstehen. Diese Folgerung ergeht einerseits aus der Beobachtung, daf
sich die Nadelblindel nur in jenen Capsicum annuum-Pflanzen befinden,
die mit TMV infiziert sind, wogegen sie in gesunden Exemplaren der
gleichen Art ganzlich fehlen; anderseits erscheinen bei Ubertragung des
die Bildung der Nadelbiindel verursachenden TMV-Stammes von Cap-
sicum annuum auf Datura stramonium die gleichen Kdrper auch in den
Vakuolen der letzteren Pflanze. Sie sind da in Datura nur in den schon
erwahnten chlorotischen Hofen lokalisiert, die die nekrotischen Lé&sions-
zentren umgeben, niemals aber in gesunden Bereichen der inokulierten
Blatter. Gleicherweise fehlten diese Kdérper immer ganzlich in gesunden
Exemplaren der gleichen Art. Diese charakteristische Verteilung der
Biindel, wie auch ihre Ubertragungsfahigkeit zeigen unzweifehlhaft
darauf, daR es sich um Viruskérper handelt.

Ahnliche unter dem EinfluR verschiedener Viren entstehende
Vakuolenkdérper wurden von Mili¢ic¢und P lavS$ic¢ (1956), von Ken-
da (1961) und Milici¢ (1963) schon beschrieben.

Die angefiihrten Untersuchungen uber Virus-Zelleinschliusse zeigen
deutlich, daB das Studium der virusinfizierten Zellen nicht erschopft ist
und daB es unsere Kenntnisse tber Viren noch auch weiterhin bereichern
kann.

Zusammenfassung

1 In letzter Zeit wurden in der Literatur widersprechende Angaben
Uber den Charakter der amorphen Virus-Zelleinschlisse (der X-Kdérper)
vorgefuhrt. Deshalb sind hier einige wenig beachtete Untersuchungen
angefuhrt, die die klassische Ansicht Gber die Natur der X-Kd&rper un-
terstlitzen, nach der diese Korper Aggregate von Viruspartikeln vor-
stellen.

2. Die schonen parakristallinen Virus-Zelleinschliisse der Kakteen,
die unter dem Namen EiweiBspindeln wohlbekannt sind, wurden bis
unlangst nur in den Angehdrigen der Familie Cactaceae aufgefunden;
vor kurzem aber wurde das Kakteenvirus auf Chenopodium, Beta und
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Agrostemma Ubertragen, wo es die Entstehung ebenso gut entwickelter
Virus-EiweiBpindeln verursacht.

3. Die Virus-Zelleinschlisse wurden friher nur in den systemisch
infizierten Pflanzen untersucht. Erst in den letzten Jahren wurde es
bewiesen, daB die Einschliisse auch in den von verschiedenen Viren
(TMV, Kakteenvirus und Wasser- und Kohlribt.nmosaikvirus) verur-
sachten Lokallasionen Vorkommen kdnnen.

4. Mehrere Beobachtungen weisen darauf hin, dal auch im Zellsafte
virusinfizierter Pflanzen besondere kristalline eiweiBhaltige Korper
entstehen konnen, die von einer Virusinfektion abhéngig sind.
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SADRZAJ

ISTRAZIVANJA VIRUSNIH STANICNIH INKLUZIJA
Davor Mili¢i¢

(Iz Instituta za botaniku SveuciliSta u Zagrebu)

1. U posljednje vrijeme susrecu se u literaturi oprecni podaci o ka-
rakteru amorfnih virusnih inkluzija (X-tijela) u biljnim stanicama. Dok
neki autori smatraju da se X-tijela sastoje od virusnih Cestica, drugi ne-
giraju da se u njima nalazi virus. Zbog toga smo u ovom referatu iznijeli
rezultate nekih prilicno slabo zapazenih istrazivanja koja podupiru prvo
shvaanje o prirodi X-tijela. tj. klasi€no shvacanje, prema kojemu
amorfne inkluzije predstavljaju agregate virusnih cestica.

2. Lijepe parakristalini€ne virusne inkluzije u stanicama raznih
kakteja, koje su poznate pod imenom proteinskih vretena, istrazivale su
se sve donedavna iskljuivo na kaktejama. Pripadnici ove familije dosta
su nepodesan objekt za detaljna istrazivanja virusa kakteja. Zbog toga
uspjeSan prijenos ovoga virusa na rodove Chenopodium, Bela i Agro-
stemma moze znatno olakSati daljnja istraZivanja. Interesantno je da sc
u navedenim biljkama obrazuju poslije infekcije isto tako velika i pra-
vilna vretena kao i kod kakteja.

3. Virusne stani¢ne inkluzije proucavale su se redovno na biljkama
koje su bile sistemicno inficirano. Nije se uopée znalo da inkluzije na-
staju i u lokalnim lezijama. Tek smo nedavno ustanovili da se inkluzije
pojavljuju i u lokalnim lezijama pod utjecajem raznih virusa (virusa
mozaika duhana, virusa kakteja i virusa mozaika postrne repe).

4. Veéi broj zapaZzanja pokazuje da se i u stanicnom soku biljaka
koje su inficirane virusima obrazuju narocita kristalicna bjelancevinasta
tijela koja su ocito posljedica infekcije.



