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EINLEITUNG

I. Teil: Einleitung

1. Ziel der vorliegenden Arbeit

Im Zentrum meiner Beobachtungen standen die Driisenzellen von Drosera
capensis. Die urspriingliche Idee war es herauszufinden, ob und in welcher
Weise die Driisenzellen im Kopfchen der groBen Blattemergenzen, den
Driisententakel, und auch die sitzenden Driisen an den Tentakelstielen fiir die
Aufnahme und den Transport von Proteinen verantwortlich sind.

Ich wollte herausfinden, ob das Képfchen mit seinen Driisenzellen einen
gesonderten Aufgabenbereich bei der Verdauung und Aufnahme von
Proteinen iibernimmt, ob sich hier also das ,Zentrum“ fiir Aufnahme und
Transport befindet und ob diese Aufnahme durch Bildung von
Endocytosevesikel oder durch direkte Membranpassage erfolgt. In diesen
Zellen laufen namlich mehrere ganz unterschiedliche Prozesse neben- und
hintereinander ab; es wird ein Fangschleim produziert und sezeniert; die
Zellen reagieren auf mechanischen und chemischen Reiz von einem Tier und
erzeugen ein Verdauungssekret, welches zwecks Zerlegung der tierischen
Proteine ebenfalls ausgeschieden wird; und schlieBlich werden die verdauten
tierischen Substanzen so wie wahrscheinlich auch die verbrauchten Exkrete

resorbiert.

Wihrend die Bildung von Fangschleim und Verdauungsenzymen durch
elekrtonenmikroskopische Untersuchungen recht gut dokumentiert ist (siche
Schnepf, Kap. 3, Driisencytologie), gibt es nur wenige zum Teil
widerspriichliche Untersuchungen iiber die Resorption von eigenen und

fremden organischen Substanzen in Drosera.
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Es ist nicht bekannt, wo tierisches Eiweil vom Droserablatt aufgenommen
wird. Ob diese Aufnahme durch die groBen Driisenkdpfchen der Tentakel,
oder auch durch die sitzenden Driisen am Tentakelstiel und an der Blattbasis
erfolgt, ist nicht geklart. Und es ist auch nicht bekannt, wie Aminoséuren und
Oligopeptide in die Zellen gelangen, ob es Carrier und Transportproteine in
der Plasmamembran von Driisenzellen gibt, oder ob extracorporale Vesikel

durch Endocytose ins Plasma gelangen.

Auch iber die Funktion der kleinen sitzenden Driisen ist sehr wenig bekannt,
was sicherlich auf die sehr schwere Beobachtung und Manipulation aufgrund
threr Kleinheit zuriickzufiihren ist. Auch ich muBte mich mit der bloBen
Beobachtung derselben zufriedenstellen, da sich eine Isolation dieser kleinen
Papillen, vor allem fiir die lichtmikroskopische Methode, als nahezu

unmdglich herausstellte.

Einer der Hauptgriinde fiir das rege Interesse unseres Institutes an den
Pflanzenvertretern der Gattung Drosera ist das Phinomen der »Aggregation®;
Darwin hat diesen Begriff im Zuge seiner Untersuchungen iiber

insektenfressenden Pflanzen geprigt (Darwin, 1875).

Im Mittelpunkt von Darwins Betrachtungen stand zunichst die einheimische
Drosera rotundifolia. Er beschreibt, daB der normalerweise homogene, rote
Zellsaft nach chemischer oder mechanischer Reizung zerfillt. Es bilden sich
kleine, dunkelrot gefirbte Massen, die in einer farblosen Fliissigkeit
suspendiert sind. Er konnte beobachten, daB diese Strukturen beweglich
waren, sich zu groBeren vereinigen, wieder zerteilen und ihre Form verindern.
Nach Beendigung des Reizes stellte sich der urspriingliche Zustand wieder
ein. Darwin stellte die These auf daB es sich dabei um Plasmaeinheiten
handle, und prigte dementsprechend den Begriff der Aggregation, also eine

Zusammenballung des Protoplasmas.
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Schimper konnte diese Annahme widerlegen, indem er bewies, daB es sich bei
den stark rot gefiarbten Anhiufungen um Vakuolen handelt, die in einem
gequollenen Plasma liegen (Schimper, 1882). Bei dem Vorgang der
Aggregation handelt es sich also nicht um eine Plasmazerkliiftung, sondemn

um eine Plasmaquellung, die eine Vakuolenzerkliiftung zur Folge hat

In diesem Zusammenhang ist es verstandlich, daB der Begriff der Aggregation
urrefithrend und daher stark umstritten ist. In unserer Arbeitsgruppe haben wir
lange nach einem anderen Namen fiir dieses Phdnomen gesucht, sind
allerdings zu dem EntschluB gekommen, daB die Einfithrung eines neuen
Begriffes zu weiteren Verwirrungen fiithren wiirde. AuBerdem wurde dieser
Begriff von bedeutenden Wissenschaftlern aufgenommen und in diesem Sinne
weiterverwendet und ist dementsprechend ein Pseudonym fiir eine bekannte

Tatsache geworden.

Unsere Betreuerin, Prof. Dr. Irene Lichtscheidl, hat sich in mehreren Anliaufen
mit diesem Phinomen auseinandergesetzt. Es sind vor allem die
elektronenmikroskopischen Arbeiten (Lichtscheidl et al, 1990), die sie
gemeinsam mit Hepler in den USA durchgefiihrt hat, und der in
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir wissenschaftlichen Film in Géttigen
entstandene Film iiber Plasmaquellung (Lichtscheidl, 1987), die die
Grundlagen und Ausgangspunkte fiir unsere Versuche bildeten. Wir, das sind
meine Kollegen Barbara Weigel, Bjérn Sieberer und ich, haben es uns zum
Ziel gesetzt, durch einerseits klar abgesteckte Arbeitsbereiche, aber
andererseits hochstmoglichen Informationsaustausch und Zusammenarbeit, die

Ergebnisse von Prof. Dr. Lichtscheidl zu vervollstindigen und auszubauen.
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2. Drosera capensis

2. 1. Objektwahl

Drosera capensis — eine carnivore Pflanze aus der Familie der Droseraceen —
ist eine siidafrikanische Art. Wir haben uns fiir diesen Vertreter entschieden,
da die Blitter im Gegensatz zu der einheimischen Drosera rotundifolia relativ
grof, lang und einheitlich sind. AuBerdem weisen die Blitter einen
einheitlichen Tentakelbesatz auf, was fiir die Versuche von Vorteil war.
Schlufiendlich ist auch noch hinzuzufiigen, daB dieser siidafrikanische
Vertreter eine Vegetationsperiode aufweist, die ganzjihrig verlduft und

dementsprechend nahezu durchgehende Versuchsreihen méglich gemacht hat.

Abb.: Drosera capensis
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2. 2. Blattmorphologie

Eine erwachsene Pflanze von Drosera capensis ist ungefahr 15 cm hoch. Von
der Basis ausgehend stehen die Blitter wirtelig angeordnet. Diese Blatter sind
langlich und weisen entsprechend den carnivoren Eigenschaften besondere
anatomische Merkmale auf. Sie tragen auf ihrer Oberseite Emergenzen mit
einem Driisenkopfchen, die sogenannten ,,Driisententakel, deren Aufgaben
sowohl die Fangschleimausscheidung, die AufschlieBung gefangener Insekten,

sowie auch wahrscheinlich die Resorption der verdauten Materialien ist.

Die einzelnen Tentakeln kénnen auch mit freiem Auge gut erkannt werden.
Thre GroBe ist nahezu konstant. Grundsatzlich muB allerdings zwischen den
kurzen Tentakeln im Zentrum des Blattes unterschieden werden, die ca. 0,5
mm lang werden, und den langen zum Rand des Blattes hin, die bis zu 5 mm
grofl werden. Obwohl also zwischen zentralen und marginalen Tentakeln eine
gewaltige GroBendifferenz besteht, konnten keine ultrastrukturellen
Unterschiede nachgewiesen werden (R. Outenreath und M. Dauwalder, 1982).
Die Driisenkopfchen ihrerseits weisen eine durchgehende Liange von ca. 0,1

mm auf.

2.3. Blattentwicklung

Junge Blatter sind zunichst an der Spitze eingerollt. Die Entwicklung dieser
Blatter kann tédglich beobachtet werden. Die vollstindige Entstehung des
Blattes bis zur Funktionstiichtigkeit der Tentakel und Driisenk6fpchen dauert
etwa sieben Tage. Nur die Entfaltung des jungen eingerollten Blattes von der
Basis bis zum Apex benétigt zwei oder drei Tage davon. Zunichst steht das
eingerollte Blatt noch horizontal zum Blattstiel. Wihrend die Spitze des
Blattes noch eingerollt ist, sind die Tentakel an der Blattbasis schon voll

entwickelt, was an der Absonderung des Fangschleimes deutlich beobachtet
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werden kann. In diesem Falle besitzt jeder einzelne Tentakel ein
Schleimtropfchen rund um sein Driisenképfchen. Obwohl die zentral
lokalisierten Tentakel, die im Gegensatz zu den duBeren extrem kurz sind, sich
nicht entfalten, beginnt die Schleimsekretion zur selben Zeit wie bei den
benachbarten langen Tentakel. Das bedeutet, daB die Schleimproduktion
parallel zur Entfaltung des Blattes, also entlang der Linie zwischen Basis und
Apex verlduft.

Die Stadien der Entwicklung sind von Blatt zu Blatt und auch von Pflanze zu
Pflanze verschieden. Um einheitliches Versuchsmaterial zu bearbeiten,
miissen also gewisse Richtlinien und Standardisierungen eingehalten werden.
Es ist am besten, das fast entwickelte Blatt, das nahezu vertikal liegt, dessen
Spitze allerdings noch nicht ganz entfaltet ist, in drei Regionen einzuteilen:
Zunichst die Spitze des Blattes, wo die Driisen noch leicht an die
Blattoberflache gepreBt sind und noch kein Schleim vorhanden ist; dann der
mittlere Abschnitt mit Tentakeln in unterschiedlichen Stadien der Entfaltung,
und dementsprechend auch mehr oder weniger Schleimproduktion; schlieBlich

die Blattbasis mit voll entwickelten Tentakeln und Fangschleimabsonderung.

2.4. Anatomie der Driisententakel

Die Tentakelstiele bestehen aus einem durchgehenden zentralen
Tracheidenstrang. Er ist umgeben von einer Schichte Parenchymzellen, daran
anschliefend folgt eine Reihen von Epidermiszellen. Diese sind von einer
dicken Cuticula bedeckt. Der Ubergang zum Kopfchen ist durch einen
Endodermis-Halskranz gekennzeichnet. Das Kopfchen selbst ist aus dem
zentralem Tracheidenkomplex, der daran anliegenden Endodermis, sowie aus
einer inneren und einer #uBeren Driisenzellenschichte aufgebaut. Eine

Cutuicula mit zahlreichen Poren schiitzt das Kopfchen nach auBen hin.
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Abb.: Drosera capensis x 60, Tentakel im Hellfeld und Blaufilter

Auffillig sind die sogenannten sessilen Driisen, die sowohl am Blattgrund als
auch am Tentakel selbst aufsitzen. Sie sind zwei- oder vierzellig. IThre

Funktion ist weitgehend unbekannt.

Abb.: Drosera capensis x 1400, sessile Driise am Tentakelstiel, priméire Fluoreszenz, 420nm
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Abgesehen von diesen sessilen Driisen, die blasenférmig auf Tentakelstiel und
Blattgrund aufsitzen, gibt es auch noch Papillen, die ausschlieBlich am
Blattgrund vorkommen. Diese sind gestielt, siebenzellig und etwas

komplizierter gebaut als die sitzenden Driisen.

Abb.: Drosera capensis x 1600, gestielte Driisen am Blattgrund, Sekundirfluoreszenz LYCH, 420nm

2.5. Funktion der Blitter

Die Gesamtheit der Tentakel funktioniert als Klebefalle. Die Driisenképfchen
sondern glitzernde Tropfen eines klebrigen Sekrets ab, das kleine Tierchen
anlockt. Diese bleiben an den Driisen hingen, kommen bei ihrem
Befreiungsversuch mit weiteren Driisen in Berithrung und werden dadurch um
so fester gehalten. Durch den Berithrungsreiz veranlaBt, erzeugen die
Driisenzellen zunichst noch mehr Fangschleim, wodurch das gefangene Tier

festgehalten wird und seine Atmungsorgane verklebt werden. AuBerdem
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kriimmen sich die Tentakel gegen die Blattmitte und driicken das gefangene
Insekt gegen die Blattfliche. Dann werden in den gleichen
Kopfchendriisenzellen Verdauungsenzyme gebildete, im Wesentlichen saure
Hydrolasen und Phosphortasen, welche das tierische Eiweill zerlegen. Die
iiberschiissigen Driisensekrete wie auch die Verdauungsprodukte werden
resorbiert, wobei sowohl der Ort der Aufnahme wie auch die Art der
Resorption weitgehend ungeklért sind. Die Bedeutung der Driisenzellen im
Képfchen und auch im Besonderen der sessilen Driisen am Blattgrund und am
Tentakelstiel standen daher im Zentrum meiner Beobachtungen. Es galt
herauszufinden, ob und in welcher Weise diese Driisen fiir die Aufname von

tierischen EiweiB verantwortlich sind.

2.6. Die Bedeutung der Driisententakel fiir Drosera capensis

Der Gedanke, daB es Pflanzen gibe, die aus Insekten, welche sie mit ihren
Blattern fangen, Stoffe aufnehmen, die von Bedeutung fiir die Eméhrung der
Pflanze sind, ist schon alt. Im Jahre 1769, also bereits zehn Jahre bevor Jan
Ingenhousz die Funktion des griinen Laubblattes feststellte, sprach John Ellis,
ein englischer Botaniker, die Vermutung aus, daB Dionaea muscipula in ihren
Blattern Organe besalle, die es ihr ermoglichten, sich aus den gefangenen
Insekten Nahrung zu verschaffen

Anfangs fand diese Annahme wenig Anhénger. Bis zu jener Zeit hatte man es
als ein Vorrecht von Menschen und Tieren betrachtet, Pflanzen zu verzehren.
Dal} es Pflanzen gibe, die Tiere als Nahrung zu sich nihmen, bedeutete eine
Umkehr in der Ordnung der Natur.

Im Jahre 1782 war es A. W. Roth, der zum ersten Mal eine analoge
Erscheinung bei Drosera erwahnte. Er hat wahrgenommen, daB die gestielten

Driisen zweier europaischen Sonnentauarten, Drosera rotundifolia und Drosera
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longifolia, oft iiber tote Insekten hingebogen waren. Absichtlich auf das Blatt
gebrachte Insekten bewirkten gleichfalls eine Kriimmung der Tentakel.

Bahnbrechende Arbeiten auf dem Gebiet der insectivoren Pflanzen wurden
von Ch. Darwin (Insectivorous Plants, 1875) geleistet, und obgleich er selbst
noch nicht direkt die Bedeutung des Insektenfangs fiir diese Pflanzengruppe
dargelegt hat, hat er sie, namentlich auch durch den Nachweis eines

einweisspaltenden Enzyms, sehr wahrscheinlich gemacht.

Seit Darwin die Aufmerksamkeit auf dic Besonderheiten von Drosera-
Vertretern gelenkt hatte, haben sich zahlreiche Wissenschafler dieser Pflanze
gewidmet. Im Zentrum der Interesse standen Uberlegungen hinsichtlich der
tatsachlichen Notwendigkeit des Insektenfanges, wie dies bei canivoren
Pflanzen ganz allgemeinen zu diskutieren ist. Dementsprechend wurden
zahlreiche Versuche gemacht, die zeigen sollten, ob der Insektenfang fiir diese
Pflanzengruppe grundsitzlich notwendig ist, oder ob es sich dabei nur um
einen zusatzlichen Nahrstoffeintrag handelt, der zu besserem Wachstum fiihrt.

In seiner Abhandlung ,Die insektenfressenden Pflanzen“ in Schenks
~Handbuch der Botanik“ (1882) sagt Drude: ,,Als eine weitere Liicke, deren
Ausfillung zur genaueren Kenntnis unserer interessanten Pflanzen
wiinschenswert ware, kann die mangelhafte Kenntnis von der Absorption der
gelosten animalischen Substanzen durch die Verdauungsorgane bezeichnet
werden; wie die entstandene konzentrierte Losung veranlaBt wird, durch die
Driisen oder die Epidermiszellen in das Innere des Blattes zuriickzuwandern,
und wie sie dort zur Erndhrung weiter verwendet wird ..... das sind ebenso

wichtige als interessante Fragen.

1936 hat J. Oudman in seiner Arbeit ,,Uber Aufnahme und Transport N-
héltiger Verbindungen durch die Blitter von Drosera capensis“ eben diese
Worte zitiert. Er hat seinerseits gemeint, daB die Frage, welche Organe eine
wichtige Rolle bei der Stoffaufnahme durch die Blétter von Drosera spielen,
bis zu dieser Zeit ungel6st blieben. Er hat festgestellt, daB die Wissenschaft
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auf diesem Gebiet eigentlich seit Darwin kein bichen weitergekommen war.
Aber auch heute, mehr als 60 Jahre spiter, ist man diesem Problem nicht auf
den Grund gekommen.

2.7. Uber die Notwendigkeit des Insektenfanges fiir Drosera capensis

Darwin (1875) war der erste, der durch Experimente nachgewiesen hat, daB
Insektivoren aus den von ihnen gefangenen Insekten Stoffe aufnehmen, die in
den ProzeB des Stoffwechsels einbezogen werden und so das Wachstum der
Pflanzen fordem. Er ist zu dem SchluB gekommen, daB es auf Grund
verschiedener Erscheinungen wie Tentakelkrimmung, Aggregation und
Absonderung eines eiweiBspaltenden Enzyms tatsichlich eine Insektivorie

gibt.

Uber die Natur der aus den Insekten aufgenommenen Stoffe sind die
Ansichten zu dieser Zeit auseinandergewichen. Darwin und seine
Zeitgenossen haben an N-haltige Verbindungen gedacht. Stahl (1900),
Weyland (1912), und Ruschmann (1914) auBerdem auch an mineralische
Nahrstoffe.

In der Arbeit von J. Oudman und J. C. Schoute (1935) hat man sich dem
Problem der N-haltigen Substanzen gewidmet. Oudman hat dabei Drosera
capensis in einer solchen Weise isoliert, daB Insektenfang nicht moglich war.
Diese Pflanzen sind zunéchst ausschlieBlich mit destilliertem Wasser bzw. mit
N-freier Losung versorgt worden. Es hat sich herausgestellt, daB in diesen
Fillen wenig oder gar kein Wachstum eingetreten ist. Bei Versorgung mit
einer Knop’schen Losung ist allerdings gutes Wachstum eingetreten. Oudman
ist also zu dem SchluB gekommen, daB wenn der Nahrboden geniigend
Nahrsalze enthélt, Drosera capensis auch ohne Insektenfang imstande ist, sich
gut zu entwickeln.

11
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Des weiteren hat er den Pflanzen, welche sich auf Nihrstoff-freiem Boden
befanden, lokal N-hiltige Substanzen in Form von Asparagin, Pepton oder
Knop'sche Losung auf die Blatter appliziert. Aus dem ausgezeichnetem
Wachstum dieser Pflanzen hat er geschlossen, daB die Blétter befihigt sind, N-
hiltige Verbindungen aufzunehmen. Als Aufnahmeorgane hat er die Tentakel,
die auf dem Blatt befindlichen Papillen und die Epidermis fiir méglich
gehalten.

2.8. Organe, die fiir die Aufnahme verantwortlich sind

Aus den Erscheinungen, die nach Emihrung in den Tentakel von Drosera
auftreten, namlich Aggregation und Granulation, haben Darwin und Pfeffer
(1929) geschlossen, daB Stoffe durch die Tentakel aufgenommen werden.
Pfeffer weist dabei aber auf die Moglichkeit hin, daB die Stoffe nur eine
auslosende Wirkung hitten, so daB sich daraus nicht eine bedeutende
Aufnahme folgern 146t.

Eine andere Erscheinung, die auf Stoffaufnahme durch die Tentakel hinweisen
konnte, ist das Auftreten von Verinderungen in der Kemstruktur in den
Tentakelzellen nach Emdhrung. L. Huie (1899), O. Rosenberg (1899), K.
Konopka und H. Ziegenspeck (1929) sind der Meinung, daB dies auf eine
Stoffaufnahme durch die Tentakel hinweist Dabei soll es vor allem in den
Driisenzellen, aber weiter auch in geringerem MaBe in den Zellen der
Parenchymglocke, der Tracheiden und der Parenchymzellen im Stiel zu diesen
Verinderungen des Kerns kommen. Es kommt zu Ansammlungen von
Chromatin, die dem Kern das Aussehen eines sich in einem Teilungsstadium
befindlichen Kerns geben. Der Kern wird kleiner ebenso wie der Nukleolus.
Die Kernwand wird beinahe oder ganz unsichtbar. Bis vor kurzem dachte
man, daB die Verinderung vor allem darin bestiinde, daB Keme, die im
ungereiztem Zustand spindelférmig sind, sich nach der Emnahrung abrunden.
Hier hat aber meine Kollegin Barbara Weigel zeigen kénnen, daB dies nicht
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der Fall ist, sondern daB die Kerne spindelférmig bleiben und héchstens etwas
bauchiger werden (Weigel, 1998).

Fiir die Stoffaufnahme kommen entweder die Driisenképfchen oder auch die
sessilen Papillen auf Tentakelstiel und Blatt in Betracht. Die Epidermis selbst
als Aufnahmeorgen, wie von Oudman vorgeschlagen war, kommt jedenfalls
nicht in Frage, da sie von einer dicken Cuticula bedeckt ist. Oudman ist
allerdings davon ausgegangen, daB die Epidermis im Gegensatz zum
Driisenkopfchen keine Cuticula besitzt.

Die Annahme, daB der Tentakel fiir die Stoffaufnahme bedeutend ist, ist
immer nahe gelegen. Allerdings wiirde diesem Organ dann eine
auBlerordentlich komplizierte Funktion zu Grunde liegen. Denn nicht nur die
Aufnahme der Nihrstoffe, sondern auch die Krimmung selbst, die
Aussonderung des Fangschleimes und der Verdauungssekrete zihlen zu seinen

Aufgaben.

Diese Uberlegungen lenkten dann die Aufmerksamkeit auf die Papillen, also
die sessilen Driisen, die sowohl auf der oberen und unteren Seite des Blattes
als auch auf den Tentakelstielen vorkommen. Man findet in der Literatur
mehrere Hinweise, daB diese Papillen eine wichtige Rolle bei der
Soffaufnahme spielen. Darwin hat gezeigt, daB deren Inhalt sich mit
Goldchlorid und Silbernitrat schnell schwarz firbt und daB sich diese
Erscheinung in den darunter gelegenen Geweben fortpflanzt. Rosenberg hat
eine schnellere Anférbung mit Mehylenblau der sessilen Driisen gesehen, als

das bei den Driisenzellen selbst der Fall war.

Auch Oudman hat versucht herauszufinden, welche Strukturen fiir die
Aufnahme von N-haltigen Stubstanzen verantwortlich sind. Dazu hat er
Drosera-Blitter mit der Riickseite auf ein Objektglas befestigt. Auf die
Driisenkdpfchen der Randtentakel hat er ein Gemisch aus Agar und Asparagin
gespritzt. Auf diese Weise waren nur die Randtentakel in der Lage Asparagin
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aufzunehemen. Eine zweite Blatterreihe hat diesen Stoff nur auf der Riickseite
des Blattes erhalten, wo sich keine Tentakel, wohl aber Papillen befinden.
Anhand der Zunahme des Frischgewichts hat Oudman feststellen kénnen, daB
sowohl durch die Tentakel als auch durch die Riickseite des Blattes Asparagin

aufgenommen werden kann.

2.9. Faktoren, die die Stoffaufnahme beeinflussen kénnen

Bei Darwin findet man bereits den Hinweis, daB das Eindringen einiger Stoffe
sehr schnell vor sich gehen kann und so durch Faktoren wie z. B. die
Temperatur beeinfluBt wird (Darwin, 1875). Oudman hat dann beweisen
konnen, daB die Temperatur einen bedeutenden EinfluB auf die Aufnahme
ausiibt. Er hat wieder die Asparagin-Agar-Mischung verwendet und bei
unterschiedlichen Temperaturen 24 Stunden lang auf die Tentakel wirken
lassen. Bei 5°C hat sich eine Zunahme des Frischgewichts von 0,39 %
ergeben, wihrend es bei 35°C bereits 2,13 % waren (Oudman, 1935).

Des weiteren hat sich J. Oudman mit dem Faktor der Konzentration
beschiftigt (Oudman, 1935). Er hat die Randtentakel mit unterschiedlicher
Asparagin-Konzentration bedeckt und nach 40 Stunden das Frischgewicht
uberpriift. Es hat sich herausgestellt, daB die Asparaginaufnahme bei héherer
Konzentration groBer ist, jedoch nicht proportional der Konzentration. Bei

einer 16 mal héheren Konzentration war die Aufnahme nur 2 mal so groB.

Auflerdem hat Oudman beweisen konnen, daB von Koffein eine groBere
Menge als von Asparagin aufgenommen werden kann. Interessant in diesem
Zusammenhang sind seine Versuche, bei denen er die Driisenkopfchen einiger
Tentakel entfernt hat. Dabei hat er festgestellt, daB sich die Aufnahme
verringert, sobald das Driisenképfchen nicht mehr vorhanden ist, und das

sowohl bei Koffein als auch bei Asparagin. Oudman ist davon ausgegangen,
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daB es vor allem die groBere Oberflache ist, die diese erhohte Aufnahme beim
Vorhandensein des Koépfchens ausmacht. Im AnschluB hat er allerdings
Berrechnungen im Sinne der Oberflichenverhiltnisse durchgefiihrt und ist zu
folgendem Ergebnis gekommen: Obwohl die absolute Zunahme bei den
Blittern, deren Driisenkopfchen entfernt worden waren, geringer ist als bei
denjenigen, wo dies nicht der Fall war, so ist doch die Zunahme je
Oberflicheneinheit dort viel hoher. Er hat sich dann die Frage gestellt, ob eine
regulierende Wirkung vom Képfchen ausgehen kann. Allerdings hat er dabei
nicht an Strukturen im Képfchen selbst gedacht, sondern viel mehr an seine
Umgebung, und so als eine mogliche Ursache fiir die Hemmung der
Stoffaufnahme den SekretionsprozeB in Betracht gezogen. Es war zu diesem
Zeitpunkt (Darwin, 1875) bereits bekannt, daB nach Emihrung oft eine
reichliche Sekretion stattfinde. Nachher 148t sich nur wenig oder gar keine
Sekretion am Driisenkopfchen nachweisen. Trotzdem schreibt er in seiner
Arbeit von 1935: | Es konnte noch eine zweite Moglichkeit geben, némlich,
daB das Driisenkopfchen selbst die Aufnahme auf irgendeine Weise reguliert.
Uber eine regulierende Wirkung dieses Organs ist aber nichts bekannt.

Natiirlich hat Oudman nicht an die Moglichkeit einer Selbstregulierung im
Képfchen denken konnen. Noch vor dem Aufkommen der Lipid-Filter-
Theorie war es schon verwunderlich genug beobachten zu kénnen, daf
Koffein als groBeres Molekiil schneller aufgenommen werden kann als
Asparagin. Dementsprechend war man nicht auf den Gedanken gekommen,
daB Proteine unter Umstinden nicht frei durch die Plasmamembran dringen
konnen. Der Vorgang der Endocytose macht die Aufnahme unterschiedlichster
Substanzen verstdndlich. Heute haben wir nicht nur die Moglichkeit die
Endocytose zu verstehen, sondern wir konnen sie auch mit Hilfe von
Endocytosemarkern sichtbar machen und verfolgen. Daraus ergibt sich die
Hauptaufgabe meiner Arbeit. Bei meinen Versuchen habe ich im wesentlichen
dhnliche Methoden wie schon Oudman im Jahr 1935 angewandt, aber eben
mit dem heutigen Verstindnis und den heutigen Hilfsmitteln.
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3. Driisencytologie

Es sind die Driisenzellen, denen in meiner Arbeit im Zusammenhang mit der
Endocytose das Hauptaugenmerk zukommt. Altere Arbeiten haben deutlich
gezeigt, daBB zumindest der Tentakel als Gesamteinheit fiir die Stoffaufnahme
verantwortlich gemacht werden kann (Oudman, 1936). Es gibt deutliche
Anzeichen, daB das Kopfchen selbst dabei eine regulierende Rolle spielt
(Oudman, 1936; Arisz, 1952).

Oudman hat zunichst gezeigt, dal Drosera capensis Stickstoff, sobald dieser
nicht im Boden ist, durch die Blétter aufnehmen kann. Des weiteren hat er
feststellen konnen, daB bei einer isolierten Applikation von Asparagin auf die
Tentakel mehr von diesem Stoff in das Blatt gelangt, als bei isolierter
Applikation auf der Riickseite eines Drosera-Blattes. Daraus haben sich fiir
thn zwei Moglichkeiten ergeben: Einerseits, daB sich das Kopfchen weit
besser zur Stoffaufnahme eignet als die Blattepidermis. Andererseits, da die
Blattriickseite nur an bestimmten Stellen zur Stoffaufnahme befédhigt ist. Dabei
dachte er an die Papillen, die Darwin (1875) und Rosenberg (1899) zuvor
schon als zur Stoffaufnahme befidhigt beschrieben hatten.

Somit haben wir es bei Drosera mit zwei verschiedenen Driisentypen zu tun:
Die Driisenzellen an der Spitze des Kopfchens und die sessilen Driisen am
Blattgrund und am Tentakelstiel. Nach der Meinung der meisten Autoren ist
das Auftreten zweier verschiedener Driisentypen mit der getrennten
Ausscheidung zweier verschiedener Sekrete verkniipft (Schnepf, 1962).
Allerdings wurden die sessilen Driisen seit Darwin und Rosenberg nicht mehr
behandelt, sondern mehr oder weniger iibersehen. So sagt zum Beispiel
Whitacker (1964): ,Man muB jedoch beriicksichtigen, daB Drosera nur eine
Art von Driisen besitzt, wenn man von den winzigen Papillen absieht, die vor

allem an den Tentakelstielen sitzen.*
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Oudman schreibt in seiner Arbeit von 1936: ,Infolge der Tatsachen aus der
Literatur (Darwin, Rosenberg), aus denen sich ergibt, daB die Erscheinungen,
die bei Eméihrung in den Papillen und in den Tantakeln auftreten, einander
gleich sind, scheint mir die Annahme, daB die Papillen fiir die Aufnahme
durch die Blattepidermis befahigt sind, am ehesten auf der Hand zu liegen.
Technische Schwierigkeiten hielten mich aber davon ab, mich weiter auf
dieses Problem einzulassen.

3.1 Die Aufgabe der Driisenzellen

Grundsétzlich dienen Driisen der Ausscheidung von Exkreten und Sekreten.
Als Exkrete werden unbrauchbare oder gar schidliche Stoffwechsel-
Endprodukte bezeichnet. Sekrete dagegen greifen im Dienste der Ernihrung
wieder in den Stoffwechsel ein. Dementsprechend unterscheidet man auch

zwischen sezernnierenden und exzernierenden Zellen (Schnepf, 1974).

Jene Zellen der canivoren Pflanzen, die fiir die Schleimaussonderung
verantwortlich sind, gehoren somit eindeutig zu den seznernierenden
Zelltypen. Trotz groBer Unterschiede in der Funktion und in der Form sind die
Carnivoren-Driisen im Prinzip alle hnlich aufgebaut (Schnepf, 1960). Sie
bestehen aus den eigentlichen Driisenzellen und einer Scheide, der

Endodermis, die diese vom iibrigen Korper trennt.

Die Besonderheit bei Driisen der Drosera-Vertretern ist die Mannigfaltigkeit
der Funktionen. Abgesehen von der Absonderung des Fangschleimes haben
die Driisen auch noch die Aufgabe, die Verdauungsenzyme zu sezernieren und
die Verdauungsprodukte zu resorbieren. Andere Insektivoren besitzen fiir

verschiedene Funktionen unterschiedliche, spezialisierte Driisen.

Zahlreiche Wissenschaftler haben sich mit dem Problem der Funktion der
Driisen von Drosera beschaftigt. Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie ist es
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mittlererweile sicher geworden, daB die Driisenzellen im Kopfchen durch ihre
hohe Golgi-Aktivitit fiir die Schleimabsonderung verantwortlich sind. Gerade
diese hohe Vesikel-Aktivitit und die Ergebnisse, die Oudman bereits 1936
préasentiert hat, machen es fiir mich so wichtig zu untersuchen, ob die Stoffe
durch Endocytose in die Kopfchen gelangen konnten, oder ob sie frei durch

die Plasmamembran permeieren.

3.2. Das Driisenkopfchen von Drosera capensis

3.2.1. Der Aufbau des Driisenkopfchens

Abb.: Driisenkopfchen x 220 im Elektronenmikroskop, T: Tracheidenkomplex, E:Endodermiszellen,

D1: duBere Driisenzellen, D2: innere Driisenzellen, H:Halskranzzellen
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Der zentrale Teil des Driisenkopfchens von Drosera ist von einem
Tracheidenkomplex erfiillt. Daran anschlieBend befindet sich eine Lage von
Endodermiszellen, die sich kreisformig um den Tracheidenkomplex anlegen.
Diese Endodermiszellen ziehen sich durch das gesamte Képfchen und treten
an der Basis aus. Diese austretenden Endodermiszellen, die hier mit den
zentralen Zellen des Tracheidenkomplexes zusammenkommen, bilden mit
jenen eine Einheit, die nach Fenner (1904) als Halskranz oder Genickzellen
bezeichnet werden. Sie stellen im Wesentlichen die Verbindung zwischen
Kopf und Stiel dar. Der Endodermis aufgelagert folgen zwei Reihen von
Driisenzellen, eine innere und eine #uBere. Bei den Driisenzellen

unterscheiden wir zwischen den apicalen und den lateralen.

3.2.2. Die Cuticula

Das Driisenkdpfchen ist durch eine Cuticularschichte iiberzogen. Die Cuticula
soll nach Angaben von Haberlandt (1901) und Ziegenspeck (1932) feine Poren
besitzen. Schnepf hatte deren Vorkommen zunichst als Artefakte bezeichnet,
selbst nach seinen eigenen Arbeiten. SchlieBlich hat er die Pflanzen mit
Albumin gefiittert und konnte dann im Elektronenmikroskop sehen, daB diese
Substanz hingengeblieben ist und sich bis in die Poren hineinzieht. Er hat
diese Beobachtungen dann auch bei sehr jungen Driisen gemacht und sah in
den Durchbrechungen moglicherweise bevorzugte Austrittsstellen fiir den
Schleim.

3.2.3. Die Kommunikation zwischen Kopf und Stiel

Im Elektronenmikroskop kann man dort, wo die untersten inneren
Kopfchenzellen mit den zentralen Tracheiden zusammenstoBen, also am

Halskranz, labyrinthférmige Zellwandfortsitze beobachten. Diese weisen ein
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dhnliches Profil und eine &hnlich Elektronendichte wie die Transferzellen von
Blattadern auf, die von Gunning und Pate (1969) beschrieben wurden. In den
Genickzellen von Drosera findet man auch oft einen Leerraum zwischen dem
Plasmalemma und dem Zellwandfortsatz. Daraus hat Juniper geschlossen, daf

diese Genickzellen mit den Zellwandfortsiatzen Transferzellen darstellen.

In diesem Zusammenhang mochte ich auf die Arbeit von Williams und
Spanswick (1976) hinweisen, die Uberlegungen beziiglich der Fortsetzung des
Elektronenpotentials zur Reiziibermittlung bei Drosera angestellt haben. Sie
haben festgestellt, daB sich die meisten Plasmodesmen zwischen den duBeren
parenchymatischen Kopfchenzellen im Halsbereich befinden, sowohl in den
Langs- als auch in den Querwanden. Sonst sind sie aber nur spirlich
vorhanden. Sie haben die Plasmodesmen zunichst als Moglichkeit zur
Ubermittlung des elektrischen Reizes in Betracht gezogen, multen aber
feststellen, daB dieser Weg aufgrund der Verteilung derselben nicht wirklich
ausreichend sein kann. Diese Menge an Plasmodesmen zwischen Kopf und

Stiel diirften dementsprechend eher mit dem Transport zusammenhingen.

3.2.4. Die Endodermis

Die Endodermiszellen zeigen einen klassischen Caspary’schen Streifen, der
Jenen in Wurzelendodermen sehr #hnlich ist. Er befindet sich in jeder
Endodermiszelle in radialer Anordnung, bedeckt allerdings nur die duBeren
zwei Drittel jener Winde, die mit den Driisenzellen in Kontakt stehen. Er
verlduft sich langsam beim Kontakt mit den inneren Tracheidenkomplex. Der
Caspary’sche  Streifen  gewihrleistet einen effektiven Stop des
apoplasmatischen Transportes. Soll irgendein Material die Endodermis
durchkreuzen um ins Innere zu gelangen, dann steht ausschlieBlich der

symplastische Weg zur Verfiigung.
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Nach Schnepf (1961) spielen die Endodermiszellen bei der Sekretion eine
besondere Rolle, da sie den Stofftransport zwischen Blatt (Tentakelstiel) und
Driisenzellen vermitteln. Durch ihr Plasma stromt das Wasser und bewegen
sich die Zucker. Der Weg iiber die Zellwand ist versperrt. Ahnlich wie bei den
~echten Endodermiszellen der Wurzel finden sich jedoch keine strukturelle
Hinweise auf ihre besondere Funktion. Im Caspary’schen Streifen sieht
Schnepf eine mogliche physiologische Aufgabe, den AbfluB des

Fangschleimes nach auBen zu erzwingen.

Im Elektronenmikroskop kann man deutlich Plasmodesmen in der Endodermis
erkennen. Diese befinden sich sowohl in tangentialer als auch in radialer
Ausrichtung. Zwischen der Endodermis und den inneren Ké&pfchenzellen sind
sie meist in kleinen Gruppen von zwei bis vier vorhanden (Schnepf, 1961).
Zwischen den basalen Endodermiszellen und den daran anschlieBenden
Epidermiszellen des Stieles sind sie durchaus zahlreich vorhanden; ebenso

zwischen der Endodermis und den Transferzellen an der Basis der Kopfchens.

3.2.5. Der Tracheidenstrang

Der Tracheidenstrang zieht sich durch den gesamten Tentakelstiel. Er miindet
im Driisenkopfchen als zentraler Tracheidenkomplex mit weiten Zellen, die
von palisadenartigen Zellwinden umgeben sind. Definitionsgemif ist der
plasmatische Inhalt des Spiralgefiies abgestorben. Seine Hauptfunktion
besteht wahrscheinlich in der Wasserleitung und stellt somit eine Verbindung
zwischen Blattbasis und Képfchen dar, die einen umfangreichen Transport
erlaubt. Oudman hat gezeigt, daB Fluoreszein, wenn es ausschlieBlich am
Képfchen appliziert wird, nicht in den Tracheidenstrang gelangt und hat damit
einen basipetalen Transport ausgeschlossen (Oudman, 1935). Juniper dagegen
hélt einen vesikuldren Transport, der von den Driisenzellen ausgeht, und iiber
den Tracheidenstrang nach unten verluft, fiir durchaus méglich (Juniper et

al., 1987).
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3.3. Die Aktivitit der Golgi-Vesikel in Driisenzellen

Schleim ausscheidende Zellen kommen besonders héufig in den Fangorganen
einiger canivorer Pflanzen vor, so auch bei Drosera capensis. In diesem Fall
handelt es sich um klar abgegrenzte Driisen. Diese Driisen haben bei Drosera
auch noch die Aufgabe, die Verdauungsenzyme zu sezenieren und die
Verdauungsprodukte zu resorbieren. An der Sekretion des Fangschleimes ist
der Golgi-Apparat wesentlich beteiligt. Untersuchungen in verschiedenen
Aktivitdtsstadien haben gezeigt, daB die Golgi-Vesikel den Fangschleim oder
seine unmittelbaren Vorstufen enthalten (Schnepf, 1960).

Auf dem Gebiet des Fangschleimes von Insektivoren, vor allem dessen
Bildung und Funktion, ist Schnepf mit seinen Arbeiten am weitesten
vorgedrungen. In seiner Arbeit von 1961 hat er gezeigt, daB der Fangschleim
in Driisenzellen von Insektivoren in Vesikeln des Golgi-Apparats gebildet
wird. Die Golgi-Vesikel kénnen als Sekret-Vesikel angesehen werden. Er hat
diese Arbeit vor allem mit Drosophyllum durchgefiihrt, die sowohl! sitzende
als auch gestielte Driisen besitzen. Der Fangschleim wird hier nur von den
gestielten Driisen abgegeben. Da, wie schon erwihnt, der Aufbau sidmtlicher
Driisen von Insektivoren sehr dhnlich ist, lassen sich diese Ergebnisse fiir
Drosera iibernehmen, zumal sie vor allem die hohe Golgi-Aktivitit in

Driisenzellen erldutern sollen:

Die Blaschen besitzen einen im Elektronenmikroskop erkennbaren Inhalt,
allerdings nur in den Zellen, die direkt an der Schleimausscheidung beteiligt
sind, namlich in der #uBeren Driisenschichte. Er fehlt in den anderen
Driisenzellen. Hier sind die Bldschen kleiner und es kommen wesentlich
weniger Dictyosomen vor. Diese Golgi-Vesikel treten nur dann auf, wenn die
Tentakeln wirklich sezernieren, sie fehlen in sehr jungen, noch nicht
schleimbildenden und in alten, nicht mehr arbeitenden Driisen. Wenn die
Intensitdt der Sekretion durch Erhohen oder Emiedrigen der
Versuchstemperatur verdndert wird, zeigt sich eine gleichsinnige Zu- bzw.
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Abnahme auch in der Anzahl der Golgi-Vesikel. Wassermangel bringt die
Schleimaussonderung sofort zum Erliegen. Auch hier spiegelt sich die
Aktivitatsveranderung, wenn auch etwas verzogert, in den Gogi-Strukturen
wider. Die Vesikelbildung ist abhingig von der Sekretsynthese. Wenn diese
aus Mangel an Rohstoffen nachldBt, vermindert sich jene ebenfalls. Sie
unterbleibt, wenn die Atmung durch Sauerstoffentzug oder durch Inhibitoren
gestort wird. Es handelt sich also um einen Energie verbrauchenden ProzeB
(Schnepf 1960).

Die in den &uBeren Driisenzellen der Drosophyllum-Tentakel von den
Dityosomen gebildeten Bldschen besitzen eine Umbhiillung, die etwa so dick
wie die Membran einer Zisterne ist. Hinzu kommt, daB sie nach einer
Osmiumfixierung einen elektronenmikroskopisch erkennbaren Inhalt haben.
Drosera besitzt in den duBeren Driisenzellen der Tentakel ebenfalls Golgi-
Vesikel mit grau erscheinendem Inhalt (Schnepf, 1961).

Die Dictyosomen sind polar gebaut. Gogli-Vesikel 16sen sich nur an der einen
Seite ab. Diese Sekretionsseite ist durch die Sacculi mit dem kleinsten Lumen
gekennzeichnet. Die abgeldsten Vesikel wandern durch das Plasma. Dabei
reift ihr Inhalt. Auch die Vesikelmembran verindert sich und wird der
Plasmamembran #hnlich. SchlieBlich 6ffnen sich die Vesikel nach auBen,
indem ihre Membran mit dem Plasmalemma verschmilzt. Der Schleim
wandert in den Raum zwischen Plasmalemma und Zellwand. Jedesmal, wenn
sich ein Vesikel von einem Dictyosom 15st, wird etwas von dessen
Membransubstanz verbraucht. Diese Membran wird in das Plasmalemma

eingebaut.

Outhenreath und Dauwalder (1982) haben sich direkt mit den Driisen von
Drosera capensis auseinandergesetzt. Sie haben auf ultrastrukturellem Weg die
Entwicklung von Driisenzellen dokumentiert. Junge, nicht sezernierende
Driisen zeigen nur kleine Golgi- Vesikel und relativ wenige Zisternen. Sie

haben gezeigt, daB sich in den Driisenzellen eine erhohte Sekretionsaktivitit
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ergibt, wenn diese zur Reife kommen. Diese erhohte Aktivitdt ist von einer
groflen Anzahl von Golgi-Vesikeln und einer ansteigenden Zahl von Zisternen
begleitet, die allerdings nur in den duBeren, apikalen Driisen zu beobachten
sind. In diesem Stadium ist der GroBteil des Cytoplasmas mit unzihligen
Vesikeln ausgefiillt, die mit dem Golgi-Komplex assoziiert sind und ein
feines, fibrillires Material beinhalten. Dieses ist dem auf der Oberfliche
erscheinendem Schleim sehr dhnlich. Die zahlreichen Dictyosomen stehen mit
Vesikeln in Verbindung, welche sich zu groBen sekundiren Vesikeln
veremigen. Diese Anhédufung ist als Initialphase der Schleimsynthese zu
betrachten. In der nichsten Phase wandern die sekundiren Vesikel zu der
Zelloberflache und verschmelzen mit der Plasmamembran. Der Schleim
befindet sich nun in Portionen entlang der Plasmamembran, ist der
Kopfenoberfliche zu orientiert und fehlt eindeutig in den angrenzenden
inneren Driisenzellen. Ist die vollstdndige Reifung erlangt, verschwindet der
GrobBteil der Sekretions-Vesikel und die Sekretionsaktivitit schrumpft auf ein
Minimum (Dauwalder und Outenreath, 1982).

Nach Darwin ist es den gereiften Driisen durchaus méglich, ihre urspriingliche
Aktivitdt wieder zu erlangen. Er hat dies durch die erhohte Schleimmenge
begriindet, die er nach Reizung ausgereifter Tentakel beobachtet hat (Darwin,
1875). Obwohl dies fiir Jahrzehnte bekannt war, fehlten doch jegliche
ultrastruktuelle Beweise. Outenreath und Dauwalder konnten diese Beweise
1987 nachliefern. Sie haben gezeigt, daB nach einer etwa einstiindigen
Stimulation zahlreiche groBe Vesikel vom Golgiapparat kommen und beinahe
das gesamte Cytoplasma ausfiillen. Diese Vesikel gleichen in ihrem Aussehen
genau jenen, die bei Schleimsynthese in den Zellen zu beobachten waren.
Nach zwei bis vier Stunden Stimulation sind keine Sekretversikel mehr zu
sehen, allerdings dafiir zahlreich Golgistapel, die mit kleineren Vesikel
assoziiert sind. Interessant dabei ist die Beobachtunge, daB, wenn die
Stimulation mit nicht lebendem Material erfolgt, zwar zahlreiche Golgi-
Einheiten vorhanden sind, die Vesikel selbst aber fehlen.
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3.4. Absorption der Driisenkopfchen

Was eine mogliche Aufnahme durch das Képfchen von Drosera betrifft, gibt
es leider nicht viele neue Untersuchungen. Gilchrist und Juniper (1974)
konnten bei Drosera folgendes Phanomen beobachten: Kurz nach dem Fiittern
mit Milch kam es zu Einfaltungen des Plasmalemmas innerhalb der
Endodermiszellen in Richtung Tracheidenkomplex. Sie brachten diesen
Vorgang mit einem erhéhten Bedarf an Membranmaterial, welches fiir den

Transport benétigt werden konnte in Verbindung.

Oudman hat nachgewiesen, daB N-Verbindungen unter Umstinden nicht frei
in die Zelle permeieren kénnen (Oudman, 1935). DaB es einen besonderen
Mechanismus geben muB und daBl das Driisenkdpfchen dabei eine Rolle spielt
war thm durchaus klar. Die hohe Golgi-Aktivitdt im Kopfchen, die Poren in
der Cuticula und nicht zuletzt die hohe Spezialisierung der Driisenzellen von
Drosera im Allgemeinen machen einen Zusammenhang der Driisenkopfchen
mit der Stoffaufnahme immer wahrscheinlicher. Die Frage ist nun, wie
Substanzen in die Zellen aufgenommen werden kénnen. Prinzipiell gibt es

folgende drei Méglichkeiten:

e Zundchst durch Permeation durch die Plasmamembran, was einen

geeigneten Molekiilbau vorraussetzt.

e Dann durch spezifischen Transport durch die Plasmamembran mittels

Membranproteinen, also mit Hilfe von Carriern und ATPasen

* Und schlieBlich durch Endocytose, bei der sich Teile der Membran ins
Zellinnere hineinwélben. Das AuBenmedium kommt ins Innerer dieser
Wolbungen zu liegen. Dann schniirt sich die Membran ab und bildet einen

Vesikel, der dann mit anderen Zellkomponenten verschmelzen kann. Das
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AuBenmedium jedenfalls kommt auf diesem Wege als Vesikelinhalt in die
Zelle.

Dieser Mechanismus der Endocytose ist in tierischen Zellen gut erforscht und
sehr haufig, bei erwachsenen und ausdifferenzierten Pflanzenzellen aber nur in
Ausnahmefillen beobachtet worden. DaB die Driisenképfchen von Drosera
Substanzen aufnehmen ist, wie ich aufgezeigt habe, schon oft beschrieben
worden. An die Moglichkeit einer Stoffaufnahme in Form von Endocytose hat
man wahrscheinlich gedacht, sich damit aber nicht weiter auseinandergesetzt.
Wie Outenreath und Dauwalder (1985) bewiesen haben, zeigen die apikalen
Zellen der duBeren Driisenreihe die hochste physiologische Aktivitit. In dieser
Region sind auch die meisten Cuticularporen gefunden worden. Genau an
dieser Stelle vermute ich eine Mboglichkeit zur Stoffaufnahme durch
Endocytose. Es gilt nachzuweisen, ob Stoffe auf diese Weise in die Tentakel
eindringen konnen. Diesem Problem moéchte ich nun mit einem
Endocytosemarker, also einer Substanz, die nicht frei durch die Membran
permeieren kann, auf den Grund gehen. Zuvor aber noch einige wichtige
Punkte, die den Vorgang der Endocytose verdeutlichen sollen.
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4. Endocytose

4.1 Der Vorgang der Endocytose

Wenn an der Plasmamembran durch deren Einstiilpung Partikel ins Innere der
Zelle gebracht werden, spricht man von Endocytose. Sie ist formal gesehen
die Umkehrung der letzten Exocytose-Schritte, bei der Golgi-Vesikel mit der
Plasmamembran verschmelzen und auf diesen Weg verschiedene Substanzen
aus der Zelle schaffen konnen. Bei der Endocytose wolbt sich die
Plasmamembran ein und damit kann das AuBenmedium in diese Grube
vordringen. Die Membran 16st sich dann schlieBlich als Vesikel ab. Diese
Vesikel beinhalten nun die jeweiligen Substanzen und konnen
weitertransportiert werden. Meist kommt es zu einer Verschmelzung dieser
Endocytose-Vesikel mit primdaren Lysosomen. Die dabei entstehenden

Kompartimente kénnen zu ihren jeweiligen Bestimmungsorten wandern.

Zellen hoherer Pflanzen zeigen normalerweise nur selten Endocytose-
Aktivitat. Einer der Hauptgriinde dafiir liegt in den festen Zellwianden. Aber
dennoch spielt diese Form der Stoffaufnahme auch bei Pflanzen eine wichtige
Rolle. Trotzdem wurde die Endocytose hauptsdchlich in tierischen Zellen
beschrieben. Stark ausgeprigt ist Endocytose bei Protozoen und bestimmten
Zellen von Metazoen. Dabei werden die aufzunehmenden Teilchen zunichst
an der AuBenseite der Membran durch spezifische Erkennungsmerkmale
gebunden und gemeinsam mit ihnen durch Endocytose internalisiert (siehe
Kap. 4.2))
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4.2. Endocytoseformen

Eimne grobe Einteilung der Endocytose erfolgt in zwei Typen: Einerseits die
Phagocytose, andererseits die Pinocytose. Diese beiden Begriffe kommen aus
dem Untersuchungsbereich von tierischen Organismen und unterscheiden sich
im wesentlichen nicht grundsitzlich voneinander. Von der Phagocytose
spricht man bei der Aufnahme von festen Stoffen in die Zelle, wihrend bei der

Pinocytose fliissige Substanzen einverleibt werden.

4.2.1. Phagocytose

Die Phagocytose beschreibt die Aufnahme von festen Substanzen,
dementsprechend wird sie in der Literatur auch oft als cell eating”
bezeichnet. Sie findet meist in tierischen Zellen statt, wie bei Leucocyten,
verschiedenen Protozoen oder Amében. Die Feststoffe werden nach der
Beriihrung mit der Plasmamembran von dieser umschlossen und als Phagosom
ins Innere der Zelle gezogen. Die Vesikel haben einen Durchmesser von mehr
als 0,5 pm. Die Vesikelmembran kann den Festkorper ganz eng umschlieSen

oder zusitzlich Fliissigkeit aufnehmen.

Die Plasmamembran hat in dem Bereich, in dem Phagocytose stattfindet, eine
im  Vergleich zur ibrigen Membran verdnderte biochemische
Zusammemsetzung, vor der Abschniirung der Endocytoseversikel kann sich
die Plasmamembran nidmlich verindern, indem in diesem Bereich bestimmte
Membrankomponenten, wie z. B. Membranrezeptoren, akkumuliert werden
(Ulsamer et al., 1971).

28



EINLEITUNG

4.2.2. Pinocytose

Kommt es zur Aufnahme verschiedener fliissiger Medien durch
Endocytosevesikel, spricht man von Pinocytose. Der Begriff ,cell drinking*
ist so verstindlich. Die Fliissigkeiten kénnen Losungen oder Suspensionen
sein und aufgenommen werden. Bei der Pinocytose wird weiters in die ,,fluid-
phase endocytosis“ und in die ,absorptive endocytosis“ unterschieden.
Wiahrend der ,,fluid phase endocytosis“ werden Fliissigkeiten oder Ahnliches
unspezifisch, also nur aufgrund ihrer Anwesenheit im AuBenmedium
aufgenommen. Im Gegensatz dazu miissen bei der ,,absorptive endocytosis
Stoffe aktiv an die Plasmamembran binden, um in die Zelle aufgenommen zu
werden (Robinson und Hilmer, 1990).

Die absorptive Endocytose kann duBerst spezifisch ablaufen, wenn spezielle
Liganden an bestimmte Rezeptoren binden und damit die Invagination
induzieren. In diesem Falle spricht man von eine ,receptor mediated
endocytosis®. Der aufgenommene Stoff wird als Ligand-Rezeptor-Komplex in
Vesikel gepackt (Robinson und Hilmer, 1990).

Auf der anderen Seite konnte man auch eine weniger spezifische absorptive
Endcoytose beobachten, wo der Ligand unterschiedlich sein kann und
dementsprechend weniger selektiv an den Rezeptor bindet. Diese
Endocytoseform wird als ,,constitutive endocytosis“ bezeichnet. Ein Beispiel
dafiir ist das Binden des Kations Ferritin an ein Anion der Plasmamembran
(Benga 1985).

Vor allem bei der ,receptor mediated endocytosis“ zeichnen sich die
Endocytosevesikel durch eine charakteristische Hiille aus und werden als

»coated vesicles“ bezeichnet.
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4.3. Coated Vesicles

Bei Protozoen und vielen anderen Zellen des Tierkorpers spielt Endocytose
eine wichtige Rolle. Nahrungspartikel werden phagocytiert; Makromolekiile,
Peptidhormone, Lipoproteinpartikel und sogar Viren werden zunichst durch
spezifische Rezeptoren an der AuBenseite der Membran festgehalten und
zusammen mit den Rezeptoren als sogenannte ,,coated vesicles” in Lysosome

verlagert.

,Coated vesicles“ finden sich auch in Pflanzenzellen relativ haufig. Sie
gehoren mit einem Durchmesser von ca. 50 - 100 nm zu den kleinsten
Kompartimenten der Zelle. Thr auffilliges, aus Fiinf- und Sechsecken
gebildetes Membranskelett, der ,,coat”, wird von dem Strukturprotein Clathrin
gebildet. Die Bildung von ,.coated vesicles” wird durch die Anlagerung von
Clathrin an der Innenseite der Plasmamembran in Form eines Wabenmusters
eingeleitet. Das  Clathrinmolekiil bildet ebene oder polygonale
Verstrebungsmuster an der Membran und umgibt die abgeschniirten
Membranbereiche wie ein Netz (Morris et al., 1989). Solche Bezirke werden
als ,,coated membranes“ oder nach der Einsenkung der Membran als , coated
pits” bezeichnet. Es sind entsprechend des Vorganges der Endocytose relativ
kurzlebige Strukturen. Immerhin kénnen in Pflanzenzellen bis zu 7 % der
Innenseite der Membran von Clathrin-Polygonen besetzt sein. Wihrend der
,receptor mediated endocytosis“ werden immer ,clathrin coated vesicles*
gebildet, sie kénnen aber auch im Rahmen der ,,fluid phase endocytosis ins

Zellinnere abgeschniirt werden (Thanchak et al., 1984; Owen et al. 1991).
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4.4. Die Endocytose als Membramrecycling

Bei der Endocytose werden also extrazellulire Materialen in Form von kleinen
Vakuolen oder Vesikeln ins Zellinnere aufgenommen. Dabei wolbt sich die
Plasmamembran durch Invagination ins Cytoplasma, fiillt sich mit dem
AuBenmedium und trennt sich dann vollstindig von der restlichen Membran
ab. Dadurch konnen Losungen, Fliissigkeiten und auch feste Stoffe in die

Zelle transportiert werden.

Neben der Aufnahme von Fremdstoffen in die Zelle, kommt es
dementsprechend auch zu einer Verkleinerung der Plasmamembranfliche.
Dieser Vorgang ist vor allem dann sinnvoll, wenn es durch Exocytose
wihrend intensiver Exkretionsvorginge zu einem erhohtem Membraneinbau
in die Plasmamembran gekommen ist. So wird auch verstindlich, warum die

Endocytose als wichtiger Bestandteil des Membranrecyclings gesehen wird.

Das Phanomen der Endocytose im Dienste des Membranrecyclings ist vor
allem im tierischen Bereich von Bedeutung. Steinman hat auf diesem Gebiet
fundamentale Forschungsarbeit geliefert (Steinman et al., 1976). Sie konnte
mit ihrer Arbeit die unglaublichen AusmaBe der Endocytose aufzeigen: Bei
Mausfibroblasten wurde das einverleibte® Membranmaterial auf ein
0,5faches der Zelloberflache pro Stunde eingeschitzt. Ein besonderes Extrem
stellt Acanthamoeba dar. Pro Stunde wird hier ein 10 bis 40faches Aquivalent
der Zelloberflache durch Endocytose verbraucht (Steinman et al., 1976). Trotz
dieses Prozesses kam es zu keiner Reduktion der Zelloberflache, was bedeutet,
daBb das Membranmaterial in einer dementsprechenden Rate ersetzt werden
muB. Es wird angenommen, daB eine emeute Synthese von
Membranbestandteilen in diesen Geschwindigkeiten nicht erfolgen kann. In
diesem Zusammenhang hat man herausgefunden, daB8 die Halbwertszeit von
Membranproteinen mit 10 bis 100 Stunden relativ hoch ist. Durch
Enzymmarkierung konnte man die langsame Degradation der meisten
Membranproteine verfolgen (Morré et al., 1979).
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4.5. Endocytose bei Drosera capensis

Wie ich in dem Kapitel Driisencytologie schon dargelegt habe, wire es
moglich, daB die &uBleren Driisenzellen des Kopfchens von Drosera
Endocytose betreiben, um die aufgeschlossenen Nahrungspartikel in die Zelle
zu transportieren. Nachdem diese Zellen einerseits fiir die Aussonderung des
Fangschleimes und der Verdauungsenzyme, sowie andererseits fiir die
Auffnahme der iberschiissigen Schleimprudukte und der Nahrung
verantwortlich gemacht werden, liegt diese Vermutung nahe. Um der Sache
auf den Grund zu gehen, habe ich meine Versuche mit einem
Endocytosemarker durchgefiihrt. Das ist eine Substanz, die nicht frei durch die
Membran permeieren kann, sondern nur durch Endocytose, also verpackt in
Vesikel, in die Zelle gelangt. In diesem Fall handelt es sich folglich um eine
»fluid phase endocytosis“ und der Endocytosemarker ist ein

Fluoreszenzfarbstoff mit dem Namen Lucifer Yellow.

32



EINLEITUNG

S. Der Endocytosemarker Lucifer Yellow CH

S.1. Die Notwendigkeit eines Endocytosemarkers

Um beobachten zu konnen, welche Teile der Drosera-Tentakel fiir eine
Stoffaufnahme verantwortlich sein konnten, war es notwendig ein geeignetes
Reagens zu finden, einen Endocytosemarker. Diese Art von Substanzen, die
nachweislich nur durch Endocytose in die Zelle gelangen konnen, ist schon
relativ lange bekannt. Auf dem Gebiet der Insektivoren wurden sie meines
Wissens allerdings noch nicht eingesetzt. Seit Darwin iiber das Phinomen der
Aggregation und das Wesen der Insektivoren im Allgemeinen berichtet hat, ist
die Wissenschaft nicht bedeutend weitergekommen. Es gibt zwar unzihlige
Untersuchungen iiber die Reizung der Pflanzen, iiber Fallmechanismen,
Fangschleimzusammensetzung usw.; iiber die Stoffaufnahme allerdings ist seit
Oudman (1936) nicht mehr viel verdffentlicht worden. Ein Endocytosemarker
wiirde es mir ermoglichen, eine Téatigkeit der Zellen im Sinne einer aktiven
Aufnahme zu beobachten und die Lokalisation und Dynamik der Absorption

von zellfremden Substanzen zu beobachten und zu analysieren.

S.2. Die Anwendung von Lucifer Yellow CH

Einen Grofiteil meiner Versuche habe ich mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Lucifer Yellow CH durchgefiilhrt. LYCH wurde zunichst vor allem in
Versuchen mit tierischen Zellen verwendet. Im Bereich von pflanzlichen
Material sind es primér die Arbeiten von Oparka, die gezeigt haben, daB
LYCH hervorragende Ergebnisse auf dem Gebiet der Lichtmikroskopie liefert
(Oparka 1988, 1990; Wright and Oparka 1989),
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Die notwendigste Vorraussetzung fiir einen Endocytosemarker ist, daB es ihm
nicht moglich ist, die Plasmamembran durch passive Diffusion zu
durchdringen. LYCH hat zwei negativ geladene Sulfonsduregruppen, die es
dieser Substanz nicht erlauben, durch die Plasmamembran zu permeieren
(Steward 1981). Ein weiterer Vorteil besteht in der Tatsache, daB sich dieser
Farbstoff als weitgehend ungiftig fir das Plasma erwiesen hat, und das auch

bei relativ hohen Konzentrationen.

Dieser Farbstoff wiirde also Vitaluntersuchungen an Drosera moglich machen.
Weiters handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, was bedeutet, daB bei
Anregung im UV-Bereich, ein gelbes Licht emittiert wiirde. Gerade dieses
gelbe Emissionslicht wiirde sich bei Drosera capesis von der Autofluoreszenz
(siehe Versuche) deutlich abheben.

3.3. Die Aufnahme von LYCH in pflanzliche Zellen

Die starken negativen Ladungen, die lipophoben Eigenschaften und der
geringe pK-Wert der Disulphonatgruppen sind der Grund dafiir, daB LYCH
theoretisch ~ impermeabel fir ~Membranen ist (Steward 1981).
Dementsprechend kann LYCH nicht passiv in die Zelle aufgenommen werden,
sondern muB aktiv — in Vesikel verpackt — durch die Membran transportiert

werden und wird dadurch ein perfekter Endocytosemarker.

Erstmals konnte Miller im Jahr 1983 die Impermeabilitit von LYCH fiir
biologische Membranen nachweisen. Darauthin wurde dieser Farbstoff in
zahlreichen Untersuchungen vor allem auf dem Gebiet der ,fluid phase

endocytosis“ verwendet.

Erst 1988 haben Oparka und Prior gezeigt, daB LYCH auch fir die
Anwendung an Pflanzen geeignet ist. Eigentlich wollten sie mit diesem
Farbstoff den apoplasmatischen Transport in Wurzelzellen analysieren. Thre
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Beobachtungen haben allerdings gezeigt, daB LYCH eben durch Endocytose
in die Zellen gelangt. Ein Durchkreuzen des Caspary’'schen Streifens ist der
Substanz weder auf dem symplastischen, noch auf dem aopoplastischem Wege
moglich gewesen. Dadurch haben sie bewiesen, daB LYCH nur durch die
aktive Aufnahme der Endocytose die Membran passieren kann.

Da LYCH auch nicht in den Zellen abgebaut wird, wollte ich es als Analogon
zu den tierischen Substanzen verwenden, die natiirlicherweise von den
Drosera- Driisententakeln aufgenommen werden; dadurch konnte ich die
Moglichkeit der Aufnahme, der Ausbreitung und des Transportes im

apoplasmatischen und symplastischen Raum analysieren.
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II. Teil: Material und Methoden

1. Versuchsmaterial

Nach anfianglichen Versuchen mit Drosera alba und Drosera rotundifolia
haben wir uns fiir den siidafrikanischen Vertreter Drosera capensis
entschlossen. Die Begriindung dafiir liegt vor allem in den langen, einheitlich
mit Tentakel besetzten Blattern, der langen Vegetationsperiode und nicht
zuletzt darin, daB fiir bisherige Untersuchungen ebenfalls Drosera capensis

sehr haufig verwendet worden ist.

2. Kultivierung

Unsere Pflanzen stammen fast alle aus der Giértnerei der Bundesersatzgirten
Schonbrunn. Die durch Wurzelvermehrung gezogenen Pflanzen wurden im
Kalthaus verwahrt und uns dankenswerter Weise im erwachsenen Zustand
iiberlassen. An unserem Institut brachten wir die Pflanzen in einem
umgewandeltem Terrarium unter. Saure Torferde und ausschlieBlich
destilliertes Wasser bwirkten das notwendige saure Milieu. Eine automatisch
geschaltete Pflanzenlampe half uns durch die dunkle Jahreszeit. Auf diese
Weise vermehrten sich die ,,Drosen“ fortlaufend und lieferten uns stindig
einheitliches Versuchsmaterial. Allerdings muB ich hinzufiigen, daB die
Vitalitdt und physiologische FitneB regelmiBig im Dezember nachlieB und
somit eine Versuchspause von ca. drei Monaten bis Marz notwendig war.
Wihrend dieser Zeit 4nderte unser Versuchsmaterial, abgesehen von
verminderter Schleimabgabe, zwar nicht das Aussehen, allerdings wiesen die
herabgesetzte Anthocyanbildung in den Tentakeln, sowie die allgemeine
physiologische Reaktionstrigheit auf eine Ruhepause im Vegetationszyklus
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hin. Um méglichst einheitliche Bedingungen fiir unsere Versuche zu schaffen,

vermieden wir dementsprechend diese Zeit.

3. Pridparation der Blitter

Man kann das Drosera-Blatt in drei Abschnitte gliedern: Den untersten basalen
Abschnitt, der die altesten Tentalkel tragt; jenen Abschnitt in der Mitte des
Blattes; und schlieBlich die Blattspitze, die am lingsten eingerolit auch die
Jingsten Tentakel tragt.

Ich habe fiir meine Versuche jene Blatter gewihlt, die entweder gerade
~fertig entfaltet waren, oder bei denen die Blattspitze noch gerade ein wenig
eingerollt war. Auflerdem habe ich darauf geachtet, daB zumindest die
untersten Tentakeln satte Sekrettropfchen auf ihren Kopfchen trugen. Auf
diese Weise konnte ich davon ausgehen, daB ich gesundes, vitales und vor

allem relativ einheitliches Material zur Verfiigung hatte.

Die Blitter wurden vorsichtig mit einer Schere von der Mutterpflanze entfernt
und sofort in eine Schale mit a. dest. iiberfithrt. Ein Problem, daB sich dabei
oft ergab war jenes der Tentakelkrimmung. Bei mechanischer Reizung
klappen die Tentakel sofort zusammen und eine Beobachtung, ohne diese mit
brutalen Mitteln wieder auseinanderzuklappen, war unméglich geworden. In
einem solchen Fall blieb nichts anderes iibrig, als das Blatt in einer moglichst
groBen Schale mit a. dest. solange schwimmen zu lassen, bis sich die Tentakel
wieder ausbreiteten. Dieser Vorgang konnte zwar einige Stunden in Anspruch

nehmen, trotzdem dnderte er nichts an der Vitalitit des Blattes.
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4. Lucifer Yellow CH als Hauptreagens

4.1. Der Chemismus von LYCH

Lucifer Yellow CH (LYCH) ist ein 3,6-disulphonat 4-aminonaphtalimid,
dessen Stickstoff mit einem CHgN3;O-Rest verbunden ist. Es handelt sich dabei
um ein Heterocyclin aus drei Cyclohexylringen. Zwei dieser Ringe besitzen
konjugierte Doppelbindungen. Im dritten Ring steht in der Ersten Position
anstelle des Kohlenstoffatoms eine Stickstoffatom, dessen benachbarte
Kohlenstoffatome mit je einer Oxogruppe verbunden sind. Die anderen Ringe
haben an ihren randstandigen Kohlenstoffatomen in Position 5 und 9 eine SO5’
Grpuppe gebunden, und in Position 8 ist das Kohlenstoffatom mit einer Amino
(NH2)-Gruppe substituiert.

R=NH-CO-NH-NH,

R
0 | o)
M* ~0,S D‘ Sy R
NH»

Abb.: Formel LYCH

LYCH ist im allgemeinen eine relativ reaktionstrage Substanz. Seine freie
Hydrazidgruppe kann allerdings bei Raumtemperatur mit aliphatischen
Aldehyden reagierten (Steward 1981). Die Dissoziationskonstante der
Verbindung liegt bei  7*10™" und macht LYCH in Fetten unléslich. Dagegen
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ist LYCH in Wasser 16slich und bleibt fiir mehrere Monate in Lésung stabil.
Da die Verbindung ungiftig ist, kann sie fiir Vitalfirbungen gut verwendet

werden.

4.2. LYCH als Fluoreszenzfarbstoff

Der Farbstoff LYCH besitzt Absorptionsmaxima bei 280 nm und 430 nm. Das
Emissionsmaximum liegt bei 540 nm. Die Quantenausbeute von 0,25 ist dabei
relativ hoch und ermoglicht es somit, auch noch geringe Konzentrationen von
Farbstoffen nachzuweisen. AuBerdem bleiben die fluoreszierenden

Eigenschaften iiber einen weiten pH-Bereich konstant (Steward 1981).

LYCH wird mit UV-Licht angeregt und zeigt ein gelbes Emissionslicht. Die
Fluoreszenz erweist sich als relativ stark, dementsprechend waren immer
einige Waschvorginge mit a. d. notwendig, um iiberschiissigen Farbstoff zu
entfernen und Uberstrahlung zu verhindern. Ein weiterer Vorteil ergibt sich
durch die stabile Quantenemission, denn dadurch wird der Farbstoff auch
nach langerer Bestrahlung mit dem Anregerlicht kaum ausgebleicht. Das
gefarbte Objekt kann nahezu ohne Intensitatsverlust iiber mehrere Stunden

hinweg beobachtet und untersucht werden.

S. Fluoreszenzmikroskpie

Bestrahlt man bestimmte Stoffe mit Licht, so werden sie zur Lichtemission
angeregt. Erfolgt diese Lichtemission nur wiahrend der Bestrahlung, spricht
man von Fluoreszenz. Wird dagegen noch Licht ausgestrahlt, wenn die
Bestrahlung schon eingestellt wurde, handelt es sich um Phosphoreszenz.
Fluoreszenz und Phosphoreszenz werden unter dem Begriff Lumineszenz

zusammengefaft.

29



MATERIAL UND METHODEN

Bei der Fluoreszenz weist das vom fluoreszierenden Stoff ausgesandte
Fluoreszenzlicht eine ldngere Wellenldnge auf, als das zur Bestrahlung
verwendete Licht. Diese Erscheinung wird nach ihrem Entdecker Stok sche
Regel bezeichnet. Wenn der Stoff die eingestrahlten Lichtquanten absorbiert,
geht deren Energie auf ihn iiber. Diese Energie kann dann bewirken, daB
bestimmte Elektronen in den Atomen des fluoreszierenden Stoffes auf ein
hoheres Energieniveau gehoben werden. Dort verweilen die Elektronen aber in
der Regel nur kurze Zeit. Sie fallen sehr bald auf ihr urspriingliches
Energieniveau zuriick und setzen dabei Energie, die von den eingestrahlten
Lichtquanten stammt, in Form von Lichtstrahlung frei. Bei diesem Vorgang
wird aber nicht die gesamte eingestrahlte Energie wieder in Form von Licht
abgegeben, da ein Teil davon beim Wechsel der Energieniveaus in andere
Energieformen iibergeht. Wenn nun beim Zuriickfallen der Elektronen die frei
werdenden Lichtquanten eine geringere Energiemenge als die eingestrahlten
aufweisen, muf das emittierte Fluoreszenzlicht eine kleinere Frequenz als das

eingestrahlte Licht haben.

Weisen bestimmte Objekte Strukturen auf, die bereits von sich aus
Fluoreszenzlicht bei geeigneter Bestrahlung emittieren, spricht man von

Primérfluoreszenz oder Eigenfluoreszenz.
Es besteht aber auch die Moglichkeit, nicht fluoreszierende Strukturen mit

Farbstoffen anzufirben, die ihrerseits fluoreszenzfihig sind. Man spricht dann

von Fluorochromierungen, wobei es sich um Sekundirfluoreszenz handelt.
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S.1. Das Fluoreszenzmikroskop

Nachdem ich mich fast ausschlieBlich mit fluoreszierenden Substanzen
beschiftigt habe, war das Fluoreszenzmikroskop mein Hauptinsturment. Da
bei der Fluoreszenz das emittierte Licht langwelliger als das eingestrahlte ist,
wird zur Beleuchtung des Priparates vornehmlich kurzwelliges Licht benutzt,
ndmlich Blau, Griin oder wie in meinem Fall langwelliges Ultraviolett. Die
gewiinschten Farben werden durch Erregerfilter aus dem von der Lichtquelle

abgegebenen Licht isoliert.

Das Erregerlicht kann auf verschiedenen Wegen in das Préparat geleitet
werden, wo es die Fluoreszenz auslost. Das dabei  emittierte Licht ist
erheblich lichtschwicher als das eingestrahlte Erregerlicht. Wenn man das
Fluoreszenzlicht wahrmehmen will, muB das Erregerlicht absorbiert werden,
nachdem es seinen Zweck erfiillt hat. Das geschieht mit dem Sperrfilter.

In meinem Fall handelt es sich beim Weg des Fluoreszenzlichtes um eine
Auflicht-Hellfeldanregung. Bei der Auflichtanregung wird das Erregerlicht
durch das Mikroskopobjektiv auf das Préparat geschickt. Das Objektiv
fungiert  somit  gleichzeitig als Kondensor. Daher ist die
Auflichtfluoreszenzerregung besonders einfach einzustellen. Da das Objektiv
zugleich als Kondensor fungiert, entfallen alle sonst notwendigen
Zentrierungen am Kondensor. Weiterhin wird bei Auflichtfluoreszenz das
Préparat intensiv mit Erregerlicht bestrahlt, was zu besonders hellen
Fluoreszenz fiihrt. Dabei ist auch der Kontrast ausgezeichnet, da von dem
Erregerlicht nur ein sehr kleiner Teil ins Objektiv zuriickkehrt. AuBerdem
trifft das Erregerlicht direkt auf die Priparatoberfliche und es kommt dort zur
starksten Fluoreszenz. Dieses Fluoreszenzlicht gelangt ohne jede weitere
Beeintrachtigung ins Objektiv und das ist besonders fiir dickere Objekte, wie

bei meinen Drosera-Tentakel, von groBem Vorteil.
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Ich habe mit einem Nikon-Labophot gearbeitet, das mit einer Xenon XPS100
Lichtquelle ausgestattet ist. Dabei habe ich fir die LYCH-Anregung einen

DM 400nm-Filterwiirfel von Nikon verwendet

Abb.: Nikon Fluoreszenzmikroskop
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6. Dokumentation

Ein Tritubus am Mikroskop machte das Anbringen eines Nikon-Gehauses mit
integriertem Belichtungsmesser moglich. Dementsprechend verwendetet ich
zur Dokumentation meiner Arbeit vordergriindlich Negativfilme aber auch
Positivfilme:

- Kodak Royal 1000

- Agfa Professional 1600
- Fujichrome Sensia 400
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I11. Teil: Versuche und Ergebnisse

Als canivore Pflanze ist Drosera capensis mit der dementsprechenden
anatomischen Grundausriistung ausgestattet. Die wichtigste Funktion in
diesem Zusammenhang kann den Tentakeln zugeschrieben werden. Durch die
Aussonderung des Fangschleimes durch die Driisenzellen der Driisenképfchen
konnen Opfer angelockt und festgehalten werden, Kriimmbewegungen
machen ein Entkommen unméglich und durch die Aussonderung von

Verdauungsenzymen werden diese schlieBlich aufgeschlossen und verdaut.

Eine grobe Gliederung eines solchen Drosera-Tentakels in Tentakelstiel und
Tentakelkopfchen 14Bt zunachst vermuten, daB der Tentakelstiel hauptsdachlich
fiir die Mechanik und das Tentakelkopfchen groBteils fiir die physiologischen
Vorginge verantwortlich ist. Daher habe ich meine Versuche auch in einer
Weise angelegt, die eine Trennung der Beobachtung dieser Vorginge in
Driisenkopfchen und Tentakelstiel moglich machten. Allerdings sollten die
Tentakel auch als physiologische und anatomische Einheit bewahrt werden.
Das Ziel meiner Versuche bestand ja darin, daB ein natiirlicher Schritt,
namlich die Aufnahme von tierischem EiweiB, nachvollzogen werden sollte.
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1. Die Eigenfluoreszenz von Drosera capensis

Die Vorraussetzung beim Arbeiten mit einem Fluoreszenzfarbstoff besteht im
Verstindnis des prachtigen Farbenspieles, das einem oft beim Blick durchs

Fluoreszenzmikroskop geboten wird.

Daher méchte ich zundchst auf die Eigenfluoreszenz von Drosera capensis
eingehen. Wie bereits erwihnt spricht man dann von Eigenfluoreszenz oder
Priméarfluoreszenz, wenn Strukturen auch ohne Fluoreszenzfarbstoffe zur

Lichtemission beféhigt sind.

Die Anregung erfolgte mit einem 400nm-Filterwiirfel von Nikon, also jene
Wellenldnge, die auch fiir die Lucifer Yellow-Anregung erforderlich ist.
Drosera capensis zeigt bei Bestrahlung mit dieser Wellenldnge folgende

autonome Fluoreszenz:

Zunichst eine rote Fluoreszenz der Chloroplasten, wobei ich in diesem
Zusammenhang anfilhren mochte, daB die Chloroplasten auch bei anderer
Anregung, also bei grinem Licht mit 590nm oder blauem Licht mit 520nm

eine solche rote Fluoreszenz zeigen (Abb.1, Abb.2).

Weiters eine blauliche Fluoreszenz der Cuticula, somit zeigt das
mikroskopische Bild eine bliuliche Umrandung der Tentakelstiele, des
Driisenkopfchens und der sessilen Driisen. Man kann auch eine intensive

violette Emission entlang den Halskranzzellen beobachten (Abb.1-6).

Zuletzt eine gelbe Fluoreszenz der kleinen, kugeligen Speichervakuolen, die

sich mit Brownscher Bewegung im Zellsaft der Parenchymzellen bewegen.
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Abb.1: Drosera capensis x 1400, Basis des Driisenkopfchens,
Eigenfluoreszenz, 420nm

Abb.2: Drosera capensis x 600, Basis des Driisenképfchens und oberer
Tentakelstiel, Eigenfluoreszenz, 420nm
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Abb.3: Drosera capensis x 600, Driisenkopfchen,
Eigenfluoreszenz, 420nm

Abb.4: Drosera capensis x 600, Driisenkopfchen,
Eigenfluoreszenz, 420 nm
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Abb.5: Drosera capensis x 600, Tentakelbasis, sessile Driisen und
Chloroplasten in Eigenfluoreszenz, 420nm

Abb.6: Drosera capensis x 1400, sessile Driise am Blattgrund,
Eigenfluoreszenz, 420 nm
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2. Die Aufnahme von Lucifer Yellow in Drosera capensis

Mit dieser Versuchsreihe konnte ich die Aufnahme von Lucifer Yellow in die
verschiedenen Zellensorten der Drosera-Blitter beobachten. Die Frage war, ob
Endocytose iiberhaupt méglich ist und wie bzw. wo Substanzen in den
Tentakel dringen kénnen.

DaB die Driisenkopfchen von Drosera Substanzen aufnehmen ist schon oft
beschrieben worden. Allerdings hat man sich in diesem Zusammenhang nie
mit Endocytose beschiftigt. Sollte Drosera Aufnahmevesikel bilden, dann
wird Lucifer Yellow als Membran impermeable Substanz aufgenommen und
fluoreszieren. Die Lokalisation und die Kinetik, sowie die GroBe und
Dynamik der Endocytosevesikel konnen auf diese Weise erforscht werden. Ich
wollte damit im wesentlichen jenen natiirlichen Schritt der Pflanze
nachvollziehen, bei dem die aufgeschlossenen EiweiBverbindungen zur
Verdauung in das Blatt gelangen. Auf diese Weise sollte ich herausfinden,
welche Teile des Tentakels zur Endocytose befihigt sind, und somit einen
Hinweis erhalten, wie die Pflanze Stoffe aus der Umwelt aufnehmen kann und

welche Organe dabei involviert sind.

2.1. Endocytose in den Tentakeln von Drosera capensis

In diesem ersten Teil meiner Arbeit priparierte ich die Drosera-Blitter auf
verschiedene Arten und konnte sie so dem Endocytosemarker Lucifer Yellow
unterschiedlichst zugéinglich machen. Ich ging davon aus, daB es vor allem die
Driisenzellen des Képfchens sind, die Endocytose betreiben, da hier auch im
elektronenmikroskopischen Bild zahlreiche Microporen zu sehen sind, und
somit der Stoff aus der Umgebung relativ leicht zur Plasmamembran gelangen
kann. Die ersten Versuche zeigten sofort eine deutliche Aufnahme von Lucifer
Yellow. Der Farbstoff schien in kleinste Vakuolen verpackt.
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2.1.1. Stamml6sung

Fir alle Versuche hatte ich mir eine Stammlésung von 20mM LYCH in a.
dest. vorbereitet. Nachdem der Farbstoff in Wasser sehr stabil ist, konnte ich
diese Stammlosung monatelang ohne Probleme im Kiihlschrank aufbewahren.
Bei den ersten Endocytoseversuchen habe ich diese Stammldsung in einem
Verhiltnis 1:1 verdiinnt und somit eine 10mM Loésung erhalten. Ich konnte
aber relativ schnell beobachten, daB bei einer weiteren Verdiinnung eine
Konzentration von 5mM durchaus ausreicht und keine sichtbaren

Unterschiede zu bemerken waren.

2.1.2. Versuchsdurchfiihrung

Die Drosera-Blatter wurden vorsichtig von der Mutterpflanze abgeschnitten
und sofort in a. dest. gelegt. Nachdem jede mechanische Reizung der Tentakel
zu einer Tentakelkrimmung fithrt, muBte dieser Vorgang sehr sanft
durchgefithrt werden. Gekriimmte Tentakel fithren einerseits zu einer
erschwerten Priparation, andererseits sind sie wahrscheinlich einer der
Ausloser fiir die Aggregation des Plasmas . Da ich fir meine Versuche
entspannte Zellen, also solche ohne Zerkliifftung der Vakuolen, als
Vorraussetzung sah, wollte ich diese Reaktion unbedingt vermeiden. Kam es
trotzdem zu einer Kriimmung, bzw. zur Aggregation, blieb nichts anderes
iibrig als die Blatter solange im Wasser schwimmen zu lassen, bis eine

Entspannung eintrat.

Die Blatter wurden dann in ca. Smm breite Streifen geschnitten. Auf diese
Weise entstanden rechteckige Blattpriparate, bei denen sich die Tentakeln an
beiden Seiten der Blattriander ausbreiten. Diese Blattabschnitte legte ich dann
in eine 10mM LYCH-Lésung ein. Die Blattquerschnitte wurden erst nach der
Farbstoffeinwirkung und Reinigung in Wasser halbiert und fir die
lichtmikroskopische Untersuchung , zurechtgeschnitten®. Auf diese Weise
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wollte ich verhindern, daB der Endocytosemarker auf verletzte Zellen trifft,

und somit das passive Eindringen ins Gewebe durch tote Zellen méglich wird.

Zunichst wahlte ich eine Einwirkungsdauer von 30 Minuten. Nach dieser Zeit
konnte ich bereits eine deutliche Aufnahme beobachten. Ich reduzierte dann
immer weiter um jeweils fiinf Minuten. Ich konnte feststellen, daB eine
sichtbare Aufnahme des Endocytosemarkers bereits nach 10 Minuten eintritt.
Vor dieser Zeit war die Fluoreszenz nur duBerst schwach und nicht wirklich in
einer aussagekriftigen Weise dokumentierbar. Andererseits war oft zwischen
einer Aufnahmedauer von 10 Minuten und einer von 30 Minuten auch kein
Unterschied festzustellen. Nachdem ich diese Versuche iiber ein Jahr hinweg
durchfiihrte, konnte ich einen Zusammenhang zwischen Vitalitit der Pflanzen
und ihrer allgemeinen Reaktionszeiten feststellen. In den Wintermonaten war
zunichst die Schleimproduktion deutlich herabgesetzt, die Anthocyanbildung
war erloschen und die Tentakel kriimmten sich sofort bei der kleinsten
Bewegung. Neben diesen #uBeren Verinderungen konnte ich auch eine
deutliche verlangsamte Aufnahme von LYCH feststellen, es kam zu keinen
Endocytosekompartimenten, die mit jenen der Sommermonate vergleichbar
gewesen wiren und nicht zuletzt starben die Zellen relativ bald. Als beste
Jahreszeit stellte sich das Frithjahr heraus. Zwischen Mérz und Juli waren die
Pflanzen am vitalsten und in einem gesunden Zustand. Diese Zeit wihlte ich
dann auch aus, um meine Versuche zu dokumentieren. Ich legte eine
Einwirkungszeit von jeweils 20 Minuten fest. Dieser Zeitraum reichte fiir eine
vollstandige Reaktion aus. Versuche, bei denen ich die Priparate weit iiber
eine Stunde in der Losung lieB, zeigten auch keine anderen Ergebnisse. Leider
stellte es sich als unmoglich heraus, den Endocytosevorgang von Anfang an
lichtmikroskopisch zu beobachten. LYCH strahlt so stark, daB es keinen Sinn
machte, die Préparate direkt in der Farbstofflssung dem Erregerlicht
auszusetzen, und so war es immer erforderlich, die Schnitte vorher griindlich
mit Wasser zu waschen. Das bedeutet allerdings, daB ich immer nur die

»Ergebnisse“ der Endocytose, nicht aber den Vorgang selbst beobachten

konnte.
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2.1.3. Versuchsergebnisse

Nach einer Einwirkungsdauer von 20 Minuten und einer Konzentration von

10mM LYCH zeigte sich im Fluoreszenzmikroskop folgendes Bild:

Die sessilen Driisen

Die sessile Driisen, sowohl am Tentakelstiel als auch am Blattgrund, und die
kleinen gestielten Driisen am Blattgrund zeigten zwei unterschiedliche
Erscheinungsbilder; teilweise sah man nur die blduliche Fluoreszenz, die auf
primére Fluoreszenz schlieBen 14B8t. Hier hat keine Aufnahme stattgefunden.

Andererseits waren auch solche Driisen zu beobachten, deren Cuticula gelbe
Fluoreszenz zeigte. Diese waren entweder mit Farbstoff erfiillt, oder nur gelb
umrandet. Diese Unterschiede konnte ich immer wieder beobachten, aber
keinerlei RegelmaBigkeiten dabei erkennen. Unabhingig von der Lokalitit der
Driisen und vom Zeitpunkt der Versuche schienen sie ohne Begriindung
einmal LYCH in ihr Inneres aufzunehmen und einmal nicht (Abb.7-11).

Der Tracheidenstrang

Eine deutliche gelbe Emission zeigte immer der Tracheidenstrang, der sich
durch den gesamten Tentakel zieht. Manchmal stirker, manchmal schwicher,
war er immer als gelbe Spirale sichtbar. Bei diesem Element des Tentakels
vermutete ich eine Transporttatigkeit, die vielleicht ebenfalls zur Verteilung
und Leitung des Fluoreszenzfarbstoffes beitrug (Abb. 11+12).
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Das Driisenkopfchen

Im Driisenkopfchen selbst konnte ich eine gelbe Fluoreszenz der Zellwiande
erkennen. Diese Emission ging vom Halskranz aus und zog sich iiber das
gesamte Kopfchen (Abb. 13-16). AuBerdem waren kleinste Vesikel mit
gelbem Inhalt zu beobachten. Ganz anders als vermutet, waren diese kleinen
Vesikel in allen Driisenzellen iiber das gesamte Kopfchen verteilt. Ich suchte
immer wieder nach einer Ansammlung derselben an der Spitze des Kopfchens,
also dort, wo auch die Fangschleimproduktion am aktivsten ist und sich auch
die meisten Poren befinden. Ich konnte dafiir aber keine Anzeichen finden und
muB daher davon ausgehen, daB alle Driisenzellen zur Aufnahme durch
Endocytose befdhigt sind (Abb. 15).

Der Tentakelstiel

- Im obersten Tentakeldrittel konnte ich die heftigsten Reaktionen beobachten:
Vor allem die Epidermiszellen waren von kleinen und groBen Vesikel mit
leuchtend gelbem Inhalt erfiillt. Diese Vesikel waren sehr mobil und schienen
sich im Laufe der Zeit zu groBeren Strukturen zusammenzuschlieBen.
Zumindestens konnte ich diesen Vorgang einige Male beobachten.
Gleichzeitig kam es aber auch immer wieder zur Abgliederung kleiner
Kiigelchen, sodaB niemals eine ,Riesenvakuole“ entstehen konnte (Abb.17-
24).

Abgesehen von diesen Strukturen, die ein mehr oder weniger rundes
Erscheinungsbild aufwiesen, kam es zu folgenden Strukturen: Die Vakuolen
schienen sich zu Schlduchen auszudehnen, die dann als gelbe lingliche
Strukturen durch das Plasma wanderten. Diese gelben Schliuche blieben
standig in Bewegung, dehnten sich aus, bis sie wieder in kleine Kiigelchen
zerfielen, zogen sich zusammen, bildeten Schleifen und andere Strukturen. Die
Vesikel und die Schlauche moéchte ich gemeinsam als , Lucifer-Yellow
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Kompartimente“ bezeichnen. Sie befanden sich im obersten Tentakeldrittel
direkt unter dem Kopfchen und zogen sich iiber ungefihr sieben Zellen bis zur
Hilfte des Tentakels hin. Im unteren Tentakelbereich, also nahe der Basis,
konnte ich keinerlei LYCH-Kompartimente erkennen (Abb. 17-24).

Neben den leuchtend gelben Strukturen in unterschiedlicher Form kam es auch
immer wieder zu einer diffusen Fluoreszenz des Cytosplasmas. Diese konnte
relativ stark sein, aber auch duflerst schwach. Aus meinen Beobachtungen
konnte ich keine Griinde fiir diese unterschiedliche Emission erkennen.
AuBerdem reichte diese Erscheinung weiter in Richtung Tentakelbasis als die
Vesikel und Schlduche. Manchmal zog sich die Plasmafluoreszenz durch den
gesamten Tentakelstiel, so daB an einen Transport des Farbstoffes gedacht
werden muB, der unabhangig von Vesikeln und ER funktioniert (Abb. 25-28).

Nach einer besonders langen Einwirkzeit von LYCH konnte ich eine
Verlagerung des Farbstoffes beobachten. Nach 24 h in einer SmM LYCH-
Losung hatte sich die aufgenommene Substanz in den Parenchymzellen
akkumuliert. Die gelbe Emission ging nun nur noch von der groBen
Zentralvakuole der Parenchymzellen aus, wihrend die Epidermis keine
LYCH-Kompartimente mehr zeigte. Im Driisenkopfchen hatte sich die Zahl
der Vesikel vermindert und auBerdem waren groBere Vesikel zu sehen
(Abbildung dazu siehe Diskussion, Kap.2.2.)

Aus diesen ersten Versuchen konnte ich schlieBen, daB Endocytose in Drosera
moglich ist, und daB sich Lucifer Yellow als Endocytosemarker und als ein
geeigneter Farbstoff fir meine Beobachtungen herausgestellt hat. In den
Vesikeln und anderen Strukturen im Kopfchen und im Tentakelstiel sah ich
den Beweis fiir die Endocytose. Kein anderer physiologischer Vorgang konnte
eine solche Ansammlung des membranundurchlissigen Farbstoffes erkliren.
Ich konnte aber mit meiner Methode nicht nachweisen, welcher Teil der

Tentakel fiir die Endocytose verantwortlich gemacht werden kann.
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Abb.7: Drosera capensis x 1600, sessile Dritsen am Blattgrund nach
LYCH-Aufnahme

Abb.8: Drosera capensis x 1600, sessile Driise am Blattgrund
nach LYCH-Aufnahme
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Abb.9: Drosera capensis x 1600, sessile Driisen am Tentakelstiel
nach LYCH-Aufnahme

Abb.10: Drosera capensis x 800, sessile Driise am Tentakelstiel
nach LYCH-Aufnahme
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Abb.11: Drosera capensis x 800, oberer Tentakelstiel, fluoreszierender
Tracheidenstrang und diffuse Plasmafluoreszenz

Abb.12: Drosera capensis x 600, mittlerer Tentakelstiel, fluoreszierender
Tracheidenstrang nach LYCH-Aufnahme
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Abb.13: Drosera capensis x 1600, Basis des Driisenkopfchens, fluoreszierender
Halskranzbereich und Zellwinde nach LYCH-Aufnahme

Abb.14: Drosera capensis x 1600,Basis des Driisenkopfchens mit fluoreszierendem
Halskranz nach LYCH-Aufnahme
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Abb.15: Drosera capensis x 1400, Drisenkopfchen mit groBen fluoreszierenden
Endocytosevesikeln und Zellwinden

Abb.16: Drosera capensis x 1400, Basis des Driisenkopfchens mit fluoreszierendem
Halskranzbereich und Cytoplasma
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Abb.17: Drosera capensis x 1400, oberer Tentakelabschnitt mit fluoreszierenden
LYCH-Kompartimenten in den Epidermiszellen

Abb.18: Drosera capensis x 600, oberster Tentakelabschnitt mit fluoreszierenden
LYCH-Kompartimenten
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Abb.19: Drosera capensis x 600, mittlerer Tentakelabschnitt mit fluoreszierenden
LYCH-Kompartimenten

Abb.20: Drosera capensis x 1600, mittlerer Tentakelabschnitt, fluoreszierendes
Plasma und LYCH-Kompartimente
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Abb.21: Drosera capensis x 800, mittlerer Tentakel mit LYCH-Vesikeln in den
Epidermiszellen und fluoreszierendes Plasma

Abb.22: Drosera capensis x 800, mittlerer Tentakel mit fluoreszierenden Plasma
und LYCH-Vesikeln in der Epidermis
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Abb.23: Drosera capensis x 800, oberes Tentakeldrittel mit fluoreszierenden
Vesikeln und Plasma in der Epidermis

Abb.24: Drosera capensis x 1600, mittlerer Tentakelabschnitt mit LY CH-
Kompartimenten und fluoreszierendes Plasma
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Abb.25: Drosera capensis x 1400, mittlerer Tentakelabschnitt mit fluoreszierender
Cytoplasmamatrix

Abb.26: Drosera capensis x 1600, mittlerer Tentakelabschnitt, fluoreszierendes
. Plasma in der Epidermis
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Abb.27: Drosera capensis x 800, oberer Tentakelstiel, fluoreszierende
Cytoplasmamatrix, 420nm und Hellfeld

Abb.28: Drosera capensis x 1600, mittlerer Tentakelstiel, fluoreszierende
LYCH-Vesikel und leichte diffuse Fluoreszenz des Plasmas
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2.2. Isolation des Driisenkdpfchens von Drosera capensis

Nachdem ich sicher sein konnte, daB Lucifer Yellow vor allem durch
Endocytose in die Tentakel gelangt, und es sich bei den leuchtenden Vesikeln
um Endocytoseprodukte handeln muB, wollte ich herausfinden, ob die
Driisenzellen der Driisenkopfchen alleine fiir diesen Vorgang verantwortlich
sind. Dazu war es notwendig, den Endocytosemarker nur den Kopfchen

zuginglich zu machen.

2.2.1. Versuchsdurchfithrung

Die Applikation von Lucifer Yellow erfolgte mit einer Glaskapillare, die ich
mir selber anfertigte. Zunichst zog ich mir mit dem Nadelziehergerit eine
Kapillare, so wie sie auch zur Mikroinjektion hergestellt wird. Diese zwickte
ich dann vorsichtig an der Spitze ab. Die Offnung sollte nicht viel groBer als
ein Drisenkopfchen sein. Die Offnung wurde dann noch vorsichtig
abgeschliffen, denn die Kopfchen sollten nicht durch scharfe Glaskanten

verletzt werden.

Die Kapillare sollte mit LYCH-Losung gefiillt und itber das Kopfchen gestiilpt
werden. Bei Einfithren des Képfchens wiirde die Losung aber sofort iiber den
Tentakel ablaufen und damit eine Isolierung hinfillig sein. Deswegen bereitete
ich eine 1 %ige Agarmischung. Diese versetzte ich mit meiner bisher
verwendeten Losung von 10mM LYCH in einem Verhiltnis von 1:1. Ich
erhielt somit ein Gemisch von 0,5 %igem Agar und 5SmM LYCH. Dieses lieB
ich dann im lauwarmen Zustand in der Kapillare hochlaufen. Die Kapillare
wurde im Kiihlschrank kaltgestellt, damit sich der Agar verfestigen konnte.

Ich entnahm ein Drosera-Blatt und legte es auf einem angefeuchtetem
Filterpapier unters Binokular. Ich hitte auch die vollstindige Pflanze fiir

diesen Vorgang verwenden konnen, wollte aber eine gleiche
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Ausgangssitutation wie in meinen vorherigen Versuchen erreichen. Die
Kapillare wurde mit Hilfe eines mechanischen Mikromanipulators eingespannt
und dann vorsichtig iiber das Kopfchen geschoben. Dabei achtete ich darauf,

dal} wirklich nur das Kopfchen im Agar zu liegen kam.

Abb.: Versuchsanordnung der Isolation des Driisenkdpfchens von Drosera capensis
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Das Blatt lieB ich 20 Minuten in dieser Position. Es stellte sich aber bald
heraus, daB} diese Zeit fiir die Aufnahme aus Agar zu kurz bemessen war. Eine
langere Einwirkdauer war jedoch auf Grund der Feuchtigkeit nur schwer
moéglich: Das Filterpapier trocknete relativ schnell aus und damit auch das
Blatt selbst. Bei emeuter Wasserzugabe kam es ganz automatisch zur
Positionsveridnderung und damit rutschte oft der gesamte Tentakel in die
Kapillare. Eine verldngerte Exposition von insgesamt 30 Minuten war

allerdings méglich und schlieBlich auch ausreichend.

Ich entnahm das Blatt und merkte mir die ungefihre Position des
entsprechenden Tentakels. Eine griindliche Reinigung konnte ich nicht
durchfithren, da es sonst zu einer Verlagerung des Farbstoffes kommen

konnte, und das sollte ja nicht passieren.

2.2.2. Versuchsergebnis

Nach 20 Minuten in der Agar-LYCH-L6sung konnte ich beobachten, daB die
Aufnahme von LYCH noch nicht so weit fortgeschritten war, wie gewohnt. Im
Képfchen selbst waren vereinzelte kleine Vesikel und schwach
fluoreszierende Zellwinde zu sehen. Auch die Endodermis strahlte gelbes
Emissionslicht aus (Abb.29). Die Cytoplasmamatrix fluoreszierte nur sehr
schwach, ebenso wie der Tracheidenstrang (Abb.30). Es waren im
Tentakelstiel keinerlei Endocytose-Kompartimente zu beobachten. Ich erhohte
die Einwirkzeit auf eine halbe Stunde. Das Ergebnis blieb das gleiche.

Dieses Ergebnis war unerwartet, nachdem ich gerade im Ko6pfchen den Ort der
Endocytose gesehen hatte, sollten auch LYCH-Kompartimente im
Tentakelstiel zu sehen sein. Die Endocytosevesikel im Kopfchen waren zwar
vorhanden, aber schwicher als zuvor. Das kénnte bedeuten, daB einerseits die
Endocytose selbst vermindert durchgefiihrt worden ist, oder andererseits nur

der Transport in den Tentakelstiel nicht stattgefunden hat. Nachdem die
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Endocytosevesikel aber eben nur vereinzelt im Kopfchen aufgetreten waren,
nahm ich an, daB die Aufnahme gestért worden ist. Zur Kontrolle legte ich ein
Drosera-Blatt auf einen Objektrager und brachte die Agar-L'YCH-Mischung
mit einer Pipette auf die Tentakel. Ich wollte sicher gehen, daB eine Aufnahme
von LYCH in der Gegenwart von Agar iiberhaupt méglich ist. Das Ergebnis

war uiberraschend:

Das Kopfchen zeigte nun neben den fluoreszierenden Zellwéanden zahlreiche
Endocytosevakuolen. Im Tentakel selbst allerdings konnte ich nun, abgesehen
vom leicht fluoreszierendem Plasma, auch zahlreiche Schlduche mit gelben
Inhalt sehen. Die LYCH-Kompartimente glichen den bereits vorher (Abschnitt
2.1.) beschriebenen und befanden sich wie gewohnt in den Epidermiszellen im
oberern Tentakeldrittel.

Eine Aufnahme des Farbstoffes war also aus einer Agar-Losung durchaus
moglich. Daraus muBte ich eigentlich schlieBen, daB doch nicht das Képfchen
alleine fiir die Endocytose verantwortlich ist. Der nichste Gedanke fiel sofort
auf die sessilen Driisen. Aber auch die zeigten wie immer teilweise
Fluoreszenz, teilweise nicht und konnten mich daher nicht iiberzeugen. Sollten
die Kopfchen keine Rolle bei der Endocytose spielen, diirfte es auch keinen
Unterschied machen, wenn ich diese zerstéren wiirde. Bei einer lokalen
Abtotung des Kopfchens und Einbringen des Tentakels in die LYCH-Lésung

miibte es dann trotzdem zu den Endocytose-Kompartimenten kommen.
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Abb.29: Drosera capensis x 1400, Driisenképfchen nach isolierte Applikation von
LYCH mit der Glaskapillare, fluoreszierender Halskranz

Abb30: Drosera capensis x 800, Tentakelstiel nach isolierter LYCH-Applikation
am Driisenkopfchen, fluoreszierender Tracheidenstrang
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2.3. Manipulation des Driisenképfchens
durch lokale Verstiimmelung

Mit diesem Versuch konnte ich zeigen, daB in den Tentakeln keinerlei
Endocytose-Kompartimente zu erkennen sind, sobald das Kopfchen
beschédigt ist. Im Gegensatz zu dem vorherigen Versuch schob ich dieses Mal
den Tentakel weiter in die Kapillare mit dem Agar-L YCH-Gemisch, damit
eine breitere Aufnahme des Endocytosemarkers méglich wird.

Abb.: Versuchsanordnung bei lokaler Verstiimmelung des Driisenképfchens
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2.3.1. Versuchsdurchfihrung

Mit einer Rasierklinge trennte ich die Halfte eines Driisenkopfchens ab
(Abb.31432). Ich erhielt damit ein Praparat mit mehreren Tentakeln, von dem
einer nur mit halben Kopf auf dem Grundgewebe aufsaf. Dann stiilpte ich die
Kapillare mit der Agar-LYCH-Mischung iiber das zerstorte Képfchen. Die
Kapillare konnte jetzt ohne weiteres weiter iiber den Tentakel
hinunterrutschen, denn das Kopfchen war zerstort, zumindest der angeblich
aktivste obere Bereich mit den Driisenzellen. Denn wenn nicht das Kopfchen,
sondern der Tentakel selbst zur Endocytose befdhigt ist, dann war ein Kontakt
mit LYCH nicht nur moglich, sondern sogar erwiinscht. Der Tentakel blieb
wieder fiir eine halbe Stunde in der Kapillare.

2.3.2. Versuchsergebnis

Ich konnte eine ganz leichte Fluoreszenz des Endodermisringes an der Basis
des Kopfchens beobachten, die schwicher war als sonst. Die Zellwiande der
Driisenzellen waren kaum angeféirbt. Auch waren keine Endocytosevesikel zu
sehen (Abb.33+34). Weiters war eine leichte diffuse Fluoreszenz der
Cytoplasmamatrix im oberen Tentakelstiel zu sehen. Der Tracheidenstrang
war durchgehend angefarbt (Abb.35+36). Das Kopfchen zeigte Fluoreszenz
in den zerstorten Zellen, in die LYCH passiv eingedrungen war. Weder das
Ko6pfchen noch der Tentakel wiesen jedoch LYCH-Kompartimente auf.
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Abb.31: Drosera capensis x 800, Driisenkopfchen mit Rasierklinge halbiert,
Hellfeld

Abb32: Drosera capensis x 1600, zerstortes Driisenkopfchen nach LYCH-
Applikation, 420nm und Hellfeld
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Abb.33: Drosera capensis x 1600, zerstortes Driisenkopfchen nach Applikation von
LYCH, verletzte Region mit eingedrungenem Farbstoff

Abb34: Drosera capensis x 800, zerstortes Driisenkopfchen nach LYCH-
Applikation, Farbstoff dringt in verletzte Zellen
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Abb.35: Drosera capensis x 800, Applikation von LYCH am zerstorten
Driisenkopfchen, unterer Tentakelstiel, fluoreszierende Tracheide

Abb36: Drosera capensis x 600, oberer Tentakelstiel nach LYCH-Applikation
am zerstortem Driisenkopfchen, leichte diffuse Plasmafluoreszenz
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2.4. Manipulation des Kopfchens mit heifler Vaseline

Ein zerstimmeltes Kopfchen fiihrte also dazu, dal zwar das Plasma und der
Tracheidenstrang fluoreszieren, aber keine Endocytosevesikel zu sehen waren.
Ich wollte ausschlieBen, daBl der Farbstoff durch die offene Wunde in das
Kopfchen eindringen kann und damit wvielleicht auch durch den
Tracheidenstrang oder auf den symplastischen Weg weiterkommt. Aus diesem
Grund war eine andere Zerstorung des Kopfchens notig, aber ohne neue

Eitrittsméoglichkeiten.

Abb.: Versuchsanordnung bei Manipulation des Driisenkopfchens mit heiber Vaseline
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2.4.1. Versuchsdurchfithrung

Ich erhitzte Vaseline und tauchte einen Blattschnitt in die heiBe Substanz. Ein
Lupe half mir sicherzugehen, daB nur das Képfchen selbst durch Hitzeschock
beeintrichtigen war. Dann stiillpte ich wieder die Kapillare iiber den

entsprechenden Tentakel.

2.4.2. Versuchsergebnis

Der Tentakel war fiir eine halbe Stunde bis zu seinem oberen Drittel in der
Kapillare gewesen. Das Kopfchen war dadurch abgestorben und durchgehend
gelb gefarbt (Abb.37+38).

Die Cytoplasmamatirx des oberen Tentakeldrittels zeigte eine leichte diffuse

Fluoreszenz. Auch der Tracheidenstrang zeigt eine gelbe Emission
(Abb.39+40).

Bei einer Wiederholung des Versuches kam es auch zu einer Zerstorung der
obersten Tentakelzellen unterhalb des Kopfchens. Diese waren wie das
Képfchen total gelb verfirbt. Der Ubergang von den gelben, toten zu den
roten, lebenden Zellen war deutlich zu erkennen. Nach etwa 20 Minuten kam
es auch zu einem langsamen Weitertransport des Farbstoffes in diese gesunden
Zellen. Dies war an einer leichten diffusen Fluoreszenz des Plasmas zu
erkennen, die sich langsam den Tentakel hinunter zog. LYCH-Kompartimente
waren aber nicht vorhanden (Abb.41+42).
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Abb.37: Drosera capensis x 800, Driisenképfchen nach Hitzeschadigung und
Reaktion mit LYCH

Abb38: Drosera capensis x 800, Driisenkopfchen nach Hitzeschidigung und
Reaktion mit LYCH
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Abb.39: Drosera capensis x 1600, Driisenk6pfchen mit heiBer Vaseline manipuliert,
diffuse Plasmafluoreszenz im Tentakelstiel nach Reaktion mitLYCH

Abb.40: Drosera capensis x 600, Tentakelstiel nach LYCH-Applikation am
hitzebeschadigtem Driisenkopfchen, fluoreszierender Tracheidenstrang
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Abb.41: Drosera capensis x 800, Driisenkopfchen und oberster Tentakelabschnitt
Hitzegeschadigt, LYCH frei in zerstorte Zellen eingedrungen

Abb.42: Drosera capensis x 800, Tentakelstiel nach Hitzeschiadigung und Reaktion
mit LYCH, Farbstoff wandert langsam weiter, diffuse Plasmafluoreszenz
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3. Hemmung der Endocytose durch das Atemgift KCN

Die letzten Versuche hatten gezeigt, daB eine Aufnahme von Lucifer Yellow
durch Endocytose moglich ist. Eine Aufnahme dieses Stoffes, der nicht frei
durch die Membran diffundieren kann, ist nur in Form verpackter Vesikel
moglich. Ein freies Diffundieren durch die Plasmamembran kann
ausgeschlossen werden. AuBlerdem hatten die Versuche bewiesen, daB bei
Zerstérung des Driisenképfchens keine LYCH-Kompartimenten gebildet
werden. Daraus ist zu schlieBen, daB das Kopfchen die Endocytose durchfiihrt.
Es bleibt die Frage, warum bei lokaler Applikation des Farbstoffes am
Kopfchen mit Hilfe der Glaskapillare dieser Vorgang nicht stattgefunden
hatte.

Einer der Griinde, warum keine Endocytose bei direkter Applikation am
Kopfchen erfolgte, konnte wvielleicht im Sauerstoffmangel liegen. Die
Endocytose ist ein energieabhingiger Prozess. Wird die Atmung durch
Sauerstoffmangel blockiert, so konnte dies eine verminderte Reaktion bei allen
energiebediirftigen Aktionen zur Folge haben. Im Gegensatz zum Auftragen
des Agar-LYCH-Gemisches direkt auf das Blatt ist beim Eintauchen des
Kopfchens in die Kapillare ein Sauerstoffmangel moglich. Das Képfchen
steckt voll und ganz in einer gelartigen Losung, die jeden Luftaustausch
verhindert. Mich interessierte daher der EinfluB von Sauerstoffmangel auf die
Aufnahme von LYCH wund blockierte die Atmung mit einem
Atmungsinhibitor.

3.1. Versuchsdurchfiihrung

Als Atemgift verwendete ich KCN in einer Konzentration von 10°M. Cyanid
ist ein Stoff, der in die Atmungskette eingreift. Er blockiert die Synthese der
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Cytochromoxidase, ein Enzym, das zahlreiche Redoxreaktionen katalysiert.
Wichtig ist hier, daB es sich dabei um eine nicht giftige Substanz handelt und
daB die Hemmung der Atmung reversibel ist.

Ich lieB die Préparate zundchst 5 Minuten in der Cyanid-Lésung. Dann
versetzte ich diese Losung mit der selben Menge an 10mM LYCH.-Losung.
Damit erhielt ich die schon gewohnte Konzentration an Farbstoff. Die Schnitte
blieben 20 Minuten in dem KCN-LYCH-Gemisch.

3.2. Versuchsergebnis

Ich konnte leicht fluoreszierende Zellwinde im Driisenképfchen und den
fluoreszierenden Endodermisring an der Basis des Kopfchens erkennen.
Endocytosevesikel waren nicht vorhanden (Abb.43+44). Im Tentakelstiel
waren keinerlei LYCH-Kompartimente zu erkennen.. Auch das Plasma zeigte
keine bzw. nur duBerst schwache Fluoreszenz. Der Tracheidenstrang zeigte

eine gelbe Emission (Abb.45+46).

Das Erscheinungsbild glich also dem des Versuches mit der Glaskapillare.
Eine Hemmung der Atmung schien daher eine groBere Aufnahme des

Endocytosemarkers zu verhindern.
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Abb.43: Drosera capensis x 800, Driisenkopfchen mit leichter Fluoreszenz
nach Reaktion mit Cyanid und LYCH

Abb.44: Drosera capensis x 600, Driisenképfchen ohne fluoreszierende
LYCH-Kompartimente, nach Reaktion mit Cyanid und LYCH

83



VERSUCHE UND ERGEBNISSE

Abb.45: Drosera capensis x 600, Tentakelstiel mit fluoreszierendem
Tracheidenstrang, Cyanid und LYCH

Abb .46: Drosera capensis x 1400, Tentakelstiel nach Reaktion mit LYCH
und Cyanid, fluoreszierender Tracheidenstrang
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4. Die Aufnahme von LYCH nach
dem Auslisen der Aggregation

Bei diesen Versuchen stimulierte ich die Drosera-Tentakel mit Pepsin. Die
Folge war eine Aggregation im oberen Tentakelbereich. Ich lieB die Tentakel
einmal vor und einmal nach der Verabreichung von Pepsin mit Lucifer Yellow
reagieren. Damit konnte ich beobachten, ob es einerseits zu einer anderen
Verteilung des Farbstoffes kommt, wenn nach der Aufnahme des
Endocytosemarkers eine Aggregation folgt. Andererseits war es moglich
festzustellen, daB Lucifer Yellow nach stimulierter Aggregation nicht mehr

aufgenommen wird.

4.1. Versuchsdurchfiihrung

Zundchst lieB ich meine Blattpraparate fir 3 Stunden in einer 2%igen
Pepsinlésung. Eine Kontrolle im Hellfeld zeigte eindeutige Aggregation im
obersten Tentakeldrittel. AnschlieBend fiihrte ich die Priparate in die iibliche
LYCH-Lo6sung iiber, wo sie 20 Minuten blieben.

Zum Vergleich fiihrte ich diese Versuche auch in umgekehrte Reihenfolge
durch. Also zuerst 20 Minuten in LYCH, dann 3 Stunden in Pepsin. Die
Priparate, die aus der LYCH-L6sung kamen, untersuchte ich hinsichtlich der
Aufnahme des Farbstoffes. Ich konnte deutliche Ansammlungen in Form
zahlreicher gelb gefiillten Vesikel und Schlduche erkennen, bevor ich die
Schnitte in die Pepsinlésung iiberfiihrte.
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4.2. Versuchsergebnis

Das Ergebnis zeigte eine eindeutige Hemmung der LYCH-Aufnahme nach
Aggregation. Scheinbar fiihrt eine gefiitterte Drosera keine Endocytose mehr
durch. Ich konnte eine leichte Fluoreszenz in den Zellwinden des Kopfchens
beobachten. Eine gelbe Emission ging auch vom Halskranz aus. Das Plasma
der Endodermiszellen im Tentakel allerdings zeigte nur eine minimale
Fluoreszenz, so daB sie als solche auch leicht iibersehen werden kann. Es
waren keine Endocytose-Kompartimente zu erkennen, die auf eine definitive
Aufnahme von Lucifer Yellow durch Endocytose hingewiesen hitten
(Abb.47-50).

Das Auslosen der Aggregation nach der Lucifer Yellow Aufnhame fithrt
dagegen zu einer Konzentration der zahlreichen Schlduche und Vakuolen. Die
Fluoreszenz des Plasmas erschien stirker als sonst, was wahrscheinlich mit
der Zerkliiftung der Vakuole und mit der damit verbundenen Plasmaquellung
zu tun hat (Abb.51-54).
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Abb.47: Drosera capensis x 1600, Driisenképfchen mit schwacher Fluoreszenz
3 h Pepsin und 20 min. LYCH

Abb.48: Drosera capensis x 1600, Driisenkopfchen mit schwacher Fluoreszenz
und LYCH-Vesikel, 3 h Pepsin und 20 min LYCH
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Abb.49: Drosera capensis x 1600, mittlerer Tentakelstiel mit schwacher diffuser
Plasmafluoreszenz, 3 h Pepsin und 20 min LYCH

Abb.50: Drosera capensis x 1600, oberster Tentakelstiel, Aggregation, 3 h Pepsin
und 20 min LYCH, 420nm und Hellfeld
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Abb.51: Drosera capensis x 1600, mittlerer Tentakelabschnitt, 20 min LYCH und
3 h Pepsin, LYCH-Kompartimente in aggregierten Zellen

Abb30: Drosera capensis x 1600, oberster Tentakelabschnitt, 20 min LYCH und
3 h Pepsin, LYCH-Kompartimente in aggregierten Zellen
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Abb.53: Drosera capensis x 1600, mittlerer Tentakelabschnitt, 20 min LYCH und
3 h Pepsin, LYCH-Kompartimente in aggregierten Zellen

Abb.54: Drosera capensis x 1600, mittlerer Tentakelabschnitt, 20 min LYCH und
3 h Pepsin, LYCH-Kompartimente in aggregierten Zellen und fluor. Plasma
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S. Versuche mit CytochalasinD

Cyhtochlalasin ist ein Alkaloid und wird in der Zellphysiologie verwendet, um
eine selektive Storung des Cytoskelettes herbeizufiihren. Es setzt sich selektriv
an das positive Ende der Aktinstringe und blockiert somit die Aktinmonomere
bei ihrer Aufbautitigkeit. Gleichzeitig kommt es aber zum Abbau der
Aktinfilamente vom negativen Ende her. Damit wird schlieBlich der gesamte

Aktinstrang abgebaut.

Ich wollte wissen, ob die Aktinfilamente fiir das Ablosen der Vesikel von der
Plasmamembran und bzw. oder fiir deren Wanderung innerhalb der Zellen
verantwortlich sind. Eine Zerstérung derselben konnte demnach eine

eingeschrénkte oder verhinderte Endocytose zur Folge haben.

5.1. Versuchsdurchfithrung

Die Blattpraparate wurden in eine Losung von 5x10™*M CytochalasinD und
5mM LYCH eingelegt. Sie blieben 20 Minuten in dieser Losung.

5.2. Versuchsergebnis

Das Kopfchen zeigte fluoreszierende Zellwinde und Cytosplasma. Es waren
aber keine Endocytosevakuolen zu beobachten. Die Halskranzregion zeigt
eine starke gelbe Emission (Abb.55).

Der Tracheidenstrang fluoreszierte druchgehend. In der Cytoplasmamatrix des
Tentakelstieles konnte ich eine diffuse Fluoerszenz in den Epidermiszellen
beobachten. Weder im Driisenkdpfchen noch im Tentakelstiel waren LYCH-
Kompartimente zu sehen (Abb.56).
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Abb.55: Drosera capensis x 800, Driisenképfchen mit fluoreszierendem
Halskranz, CytochalasinD und LYCH

Abb.56: Drosera capensis x 800, Képfchenbasis und oberster Tentakelstiel,
CytochalasinD und LYCH, fluoreszierender Tracheidenstrang




DISKUSSION

IV. Teil: Diskussion

1. Die Endocytose in Drosera capensis

Meine Versuche haben gezeigt, daB die Tentakel von Drosera capensis
Substanzen wie LYCH aufnehmen konnen, und daB diese Absorption im
Driisenképfchen. Die kleinen Vesikeln mit gelbem Inhalt im Képfchen sind
eindeutige Strukturen, die auf eine Aufnahme des membraninpermeablen
Stoffes in Form von Endocytose in die Zellen hinweisen. Diese
Endocytosevesikel sind nur etwa 0,1pum groB und finden sich vor allem in den

duBeren Driisenzellen des Kopfchens, wo sie regelmiBig verteilt sind.

Ein weiterer Hinweis fir die Verantwortlichkeit des Driisenképfchens fiir
dieAufnhame von Lucifer Yellow durch Endocytose sehe ich darin, da nach
Zerstorung der Driisenképfchen, entweder durch Hitzeschddigung oder
Zerstimmelung, keine Anzeichen fiir diesen Vorgang zu beobachten sind. In
diesen Fillen kommt es zwar zu einer leichten Fluoreszenz des Plasmas und

des Tracheidenstranges, aber Endocytosevesikel sind nicht vorhanden.

1.1. Die Aufnahme des Endocytosemarkers durch

das Driisenkopfchen von Drosera capensis

Lucifer Yellow liegt im AuBienmedium in a. dest. gelost vor. Diese Losung
dringt durch die Poren der Cuticula und stoBt dort auf die #uBeren
Driisenzellen. Der Endocytosemarker kann die Plasmamembran nicht frei
permeieren. Die Plasmamembran wolbt sich ein, nimmt das AuBenmedium
auf und schniirt sich als Vesikel ab. Diese Endocytose-Kompartimente kann
man deutlich als kleine Vesikel mit gelbem Inhalt beobachten. Diese Vesikel
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verschmelzen, vielleicht mit Lysosomen, und werden in der Folge
weitertransportiert. Die apikalen &uBeren Driisenzellen werden als die
aktivsten beschrieben (Outenreath und Dauwalder, 1985) und diese Region ist
auch besonders reich an cuticuliren Poren. Nachdem die Endocytosevesikel
aber regelmaBig iiber das Kopfchen verteilt sind, miissen entweder auch die
lateralen Driisenzellen zur Endocytose befihigt sein, oder die zahlreiche
Plasmodesmen zwischen den Driisenzellen sind fiir einen Transport von den

apikalen zu den lateralen duBeren Driisenzellen verantwortlich.

0 1mem

Abb.: nach Juniper et al. 1989: Dnisenkopfchen von Drosera capensis, TR: zentraler
Tracheidenkomplex, EC: Endodermis, OC: #4ubere Drisenzellen, IC: innere Drisenzellen, TC:
Transferzellen, XS: Tracheidenstrang, OSC: #4uBere Stielzellen (Epidermiszellen). ISC: innere
Stielzellen (Parenchymzellen)

An der Basis des Kopfchens stofen die Driisenzellen auf die Endodermis.
Diese Region ist besonders reich an Plasmodesmen und dementsprechend der
wichtigste Ort fiir die Kommunikation zwischen Képfchen und Tentakelstiel.
Die Endodermis bietet in Form der Plasmodesmen einen Kontakt mit den
Driisenzellen in die eine Richtung, aber auch Kontakt mit den Epidermiszellen
in die andere Richtung, ndmlich zum Stiel hin und zu den Transferzellen, die
schlieBlich die gesamte Basis des Kopfchens umschlieBen.
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Nachdem ich die LYCH-Kompartimente in Form von Vesikeln und
Schliuchen nur in den Epidermiszellen beobachten konnte, gehe ich davon
aus, daB die Vesikel von der Endodermis direkt in die Epidermis
weiterwandern und dort die auffilligen Strukturen bilden. Diese kommen
wahrscheinlich dadurch Zustande, daB die Vesikel mit weiteren Lysosomen
und auch mit Teilen des ER’s verschmelzen. Auf diese Weise erhdlt man
aufgeblahte ER-Schlauche, die mit LYCH erfiillt sind. Solche aufgeléhte ER-
Abschnitte konnten auch im Elektronenmikroskop beobachtet werden

(Lichtscheidl et al., in prep.).

Daraus 4Bt sich schlieBen, daB der Transport der Vesikel und damit des
aufgenommenen Stoffes ausgehend vom Kopfchen durch die Endodermis in
die Epidermiszellen verlduft. Das widerspricht im wesentlichen jeglichen
Arbeiten, die auf dem Gebiet der Aufnahme und des Weitertransport getatigt
worden sind. Kok war davon iiberzeugt, daB als Transportbahn durch Drosera
einzig und alleine die Vakuole dienen kann (Kok,1932). Schumann hat an
einen rein plasmatischen Transport gedacht (Schumann,1933). Oudmann ist
von einem Transport durch die Parenchymzellen des Tentakelstieles
ausgegangen (Oudmann, 1936). Juniper hat es fir moglich gehalten, daf
Endocytosevesikel durch den Tracheidenstrang zum Blatt transportiert werden
(Juniper et al., 1986).

An einen Transport durch die Epidermis hat niemand gedacht. Allerdings ist
diese Variante im Zusammenspiel mit der Aggregation durchaus logisch. Die
Aggregation tritt neben den Driisenzellen ebenfalls hauptsichlich in den
Epidermiszellen des oberen Tentakelabschnittes auf. Sollte diese Zerkliiftung
eine Begleiterscheinung nach der Aufnahme von Stoffen sein, so sehe ich im
Transport durch die Epidermis durchaus einen sinnvollen Vorgang.
Abgesehen davon kommt es neben diesen auffilligen L YCH-Kompartimenten
ja noch zu anderen Fluoreszenzerscheinungen, die nicht die Epidermis
betreffen. Es kommt auch zu einer Fluoerszenz der Parenchymzellen, die mehr

oder weniger stark sein kann. Kompartimente in Form von Schlduchen oder
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Ahnlichem sind hier nicht vorhanden. Vielleicht liegt gerade in diesem
Unterschied ein Hinweis fiir verschiedene Transportwege, je nach Art der
Aufnahme bzw. vielleicht auch der Natur der Substanzen.

AubBerdem haben meine Versuche auch gezeigt, daB es nach besonders langer
LYCH-Einwirkung (ca. 24 h, siehe Kap. Versuche und Ergebnisse) zu einer
Verlagerung des Fluoreszenzfarbstoffes gekommen ist. Nachdem es zunichst
zu den LYCH-Kompartimenten in den Epidermiszellen und zu einer
schwachen diffusen Fluoreszenz des Plasmas sowohl in den Epidermiszellen
als auch in den Parenchymzellen gekommen war, akkumulierte sich der
Farbstoff nach 24 Stunden auBschlieBlich in den Parenchymzellen und das vor
allem in der groBen Zentralvakuole. Es mag durchaus sein, daB es hier zu einer
zweckgebunden Verteilung der Substanzen kommt, je nachdem, wie diese

benétigt werden.

Zusammenfassend kann man daraus schlieBen, daB die Driisenkopfchen fiir
eine Aufnahme in Form von Endocytose verantwortlich sind. Es ist natiirlich
nicht auszuschlieBen, daB ein Eindringen dieses Farbstoffes auch noch andere
Griinde haben kénnte, dafiir wiren zum Beispiel die diffuse Fluoreszenz des
Plasmas oder eben auch die Fluoreszenz der Parenchymzellen, ohne den
Endocytosekompartimenten, sowie der fluoreszierende Tracheidenstrang
kréftige Hinweise. Fiir diese Erscheinungen gilt entweder ein anderer
Aufnahmemechansimus oder bzw. und eine Verteilung des aufgenommenen

Farbstoffes durch symplastischen Transport, unabhingig von der Art der
Aufnahme.
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2. Die diffuse Fluoreszenz des Protoplasmas

Bei meinen Versuchen kam es neben den Endocytose-Kompartimenten auch
immer wieder zu einer diffusen Fluoreszenz des Plasmas der
Kopfchendriisenzellen wie auch der Zellen des Tentakelstieles. Diese trat
unterschiedlich stark auf, manchmal war sie iiberhaupt nicht zu erkennen. Eine
besonders starke gelbe Emission ging dann vom Plasma aus, wenn ich die
Tentakel nach einer Reaktion mit Lucifer Yellow in Pepsin einlegte, und damit
Aggregation ausloste. Das hat wahrscheinlich mit der Konzentration des
Plasmas durch die Zerkliiftung der Vakuolen zu tun. Die Fluoreszenz reichte
manchmal nur iiber vier bis fiinf Zellreihen, manchmal aber auch bis zur Basis
des Tentakels. Es gab allerdings in diesem Zusammenhang keinerlei
RegelmiéBigkeiten, die diese Erscheinung erkliren hétten kénnen. Ich ziehe
zwel Moglichkeiten in Betracht, wie es zu dieser diffusen Fluoreszenz des
Plasmas kommen kann: Einerseits konnten die Endocytose-Kompartimente
ihren Inhalt in das Plasma entleeren. Andererseits gibt es auch Hinweise, die
auf einen aktiven Transport hinweisen, durch den Lucifer Yellow doch frei

von auflen in das Cytoplasma gelangen kann.

2.1. Entleerung der Endocytose-Vesikel

Eine Fusionierung der Vesikel mit Membranen unter Verlust ihres Inhaltes
wire durchaus méglich. Diese Strukturen sind jedoch sehr mobil. Sie scheinen
sich zu dehnen, auseinanderzuziehen, im Plasma herumzuwandern und standig
ihre Form zu verandern. Dabei fusionieren kleinere Vesikel zu groBeren unter
Beibehaltung ihres Inhaltes. Nachdem diese Endocytose-Strukturen sehr lange
erhalten bleiben und trotzdem von Anfang an eine diffuse Fluoreszenz im
Plasma zu sehen ist, gdbe es keine Erkliarung, warum sich manche Vesikel

entleeren sollten, andere aber nicht.
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In diesem Zusammenhang méchte ich auf einen Versuch hinweisen, der eine
Entleerung von LYCH-Vesikel moglich gemacht hat. Liposome, die mit dem
Endocytosemarker beladen sind, kénnen durch Mikroinjektion in die Zelle
gebracht werden und einen Transport des Farbstoffes in die Vakuole moglich
machen: Sie fusionieren mit dem Tonoplasten und entlassen ihren Inhalt in das
Cytosol (Madore et al., 1986).

2.2. Der Transport LYCH durch Anionencarrier

Andererseits besteht die Moglichkeit, daB Lucifer Yellow nicht ausschlieBlich
durch Endocytose in die Driisenzellen von Drosera kommen kann. Es gibt
einige Hinweise, die zeigen, daB dieser Fluoreszenzfarbstoff auch durch

»Anionen-Carrier die Plasmamembran iiberwinden kann.

Grundsitzlich gibt es unterschiedliche Argumente, die zu der Annahme
gefithrt haben, daB LYCH nur in Vesikel verpackt die Plasmamembran
durchdringen kann: Zunichst ist da die chemische Natur des Farbstoffes.
Lucifer Yellow hat zwei negativ geladene Sulfonsauregruppen, die es dieser
Substanz eigentlich nicht erlauben die Plasmamembran zu permeiern
(Steward, 1978). Weiters konnte in manchen Fillen beobachtet werden, daB
sich der Farbstoff in der Vakuole akkumuliert, ohne daB das Cytoplasma eine
Aufnahme gezeigt hétte; und das obwohl erwiesen ist, daB der Tonoplast fiir
LY impermeabel ist. In diesem Zusammenhang wurde also angenommen, daB
der Inhalt der Vesikel in die Vakuole entlassen wird und der Farbstoff nicht
nur das Plasmalemma, sondern auch den Tonoplasten nicht frei passieren
kann. Ein weiterer Hinweis dafiir liegt in der Tatsache, daB LYCH nach einer
Injektion in das Cytoplasma nie in der Vakuole nachgewiesen wurde. Damit
konnte wieder bewiesen werden, daB LYCH den Tonoplasten nicht frei

durchbrechen kann (Steinbiss und Stabel, 1983; Palevitz und Hepler 1985).
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In tierischen Zellen betritt LYCH die Zelle durch ,,Fluid phase endocytosis*
(Wilcox und Franceschini 1984; Oka und Weigel 1989). Dementsprechend
erlaubte man sich die Annahme, daB die Aufnahme von LYCH in pflanzliche
Zellen genauso wie bei tierischen Zellen iiber den Vorgang der Pinocytose
funktioniert.

Hier ist wichtig anzufithren, daB der GroBteil der Arbeiten mit dem
Endocytosemarker in der tierischen Zellphysiologie durchgefiihrt worden sind.
Man hat daher auch zum ersten Mal bei tierischen Zellen erkannt, daB es einen
Mechanismus gibt, der eine aktive Aufnahme von LYCH in Form eines
Anionentransporters durch die Membran regulieren kann. Darauf aufbauend
hat es eine Reihe von Versuchen mit Probenecid, einen in der tierischen
Zellphysiologie héufig benutzten Inhibitor fiir den Transport fiir organische
Séuren, gegeben (Cole et al,, 1991; Oparka et al., 1991; O Driscoll et al.,
1991). Die Existenz von Anionentransportern im Endomembransystem
tierischer Zellen wurde von Steinberg nachgewiesen (Steinberg et al., 1987).
LYCH ist ein bivalentes Anion und akkumuliert in endosomalen
Kompartimenten, wenn es durch die Plasmamembran mit Hilfe von ATP* in
das Cytosol permeiert. Isolierte Endosomen von Macrophagen konnen
ebenfalls LY aufnehmen. Dieser Transport benotigt kein ATP, ist allerdings
pH und temperaturabhingig und kann durch Probenecid reversibel verhindert
werden. Diese Ergebnisse erlauben die Annahme, daB LY die pflanzliche
Vakuole in dhnlicher Weise erreichen kann.

Roszak und Rambour (1997) haben sich dementsprechend mit
Suspensionskulturzellen von Arabidopsis thaliana auseinandergesetzt. Sie
haben festgestellt, daB sich LYCH in einer Konzentration von Img/1 in der
Vakuole akkumuliert. Diese Ansammlung war Probenecid-abhingig und 148t
die Annahme zu, daB zumindest der Transport in die Vakuole von Anionen-
carriern abhéngig ist. Umgekehrt wurde LYCH bei einer Konzentration von
0.1mg/l in das Cytoplasma transportiert und gelagert, konnte aber in der
Vakuole nicht nachgewiesen werden. Daraus 1Bt sich schliefen, daB der
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Anionencarrier im Tonoplast nur eine geringe Affinitét fiir LYCH aufweist,
und dementsprechend bei geringen Konzentrationen nicht funktioniert. Auf
alle Falle konnten Roszak und Rambour nachweisen, daB die LYCH-
Aufnahme zumindest bei Arabidopsis sowohl durch Endocytose als auch
durch Anionentransport gewahrleistet wird.

Andererseits haben Hilmer et al. gezeigt, daB Lucifer Yellow bei Daucus
carota nur durch Endocytose in die Zellen aufgnommen wird und hier die
Anwesenheit eines Anionen-carriers zu bezweifeln ist (Hilmer et al., 1988).
Sie haben festgestellt, daBl der Farbstoff nach einigen Stunden in der Vakuole
akkumuliert. Dagegen konnte in der Vakuole von Protoplasten keine
Fluoreszenz nachgewiesen werden. Obwohl die Inkubationszeit 12 Stunden
betragen hatte, konnte man nur punktuelle Strukturen im peripheren
Cytoplasma beobachten. Der Tonoplast ist ebenfalls undurchléssig fiir LY und
eme Akkumulation in der Vakuole kann durch niedrige Temperaturen
verhindert werden. Daraus schloB Hilmer, daB LY in Karottenzellen durch

plasmamembran-zugehorige Vesikel in die Vakuole transportiert werden kann.

Zusammenfassend kann man daraus schlieBen, daB Lucifer Yellow vielleicht
doch auch durch die Membran auf aktiven Weg in die Zelle gelangen kann.
Die vorherigen Beispiele sollen zeigen, daB dieser Mechanismus in einigen
Féllen nachgewiesen worden ist, bei anderen scheinbar nicht in Frage kommt.
Fir Drosera kann ich natiirlich einen solchen Vorgang nicht ausschlieBen und
vielleicht ist die diffuse Fluoreszenz tatsichlich eine Folge von Carriern in der
Membran. Diese Fluoerszenz betrifft zundchst nur das Plasma der
Driisenkopfchenzellen und der Zellen des Tentakelstieles. Ein Eindringen des
Farbstoffes in die Zentralvakuole konnte ich erst nach einer Dauer von 24
Stunden beobachten und das ausschlieBlich in den Parenchymzellen. Der
Farbstoff hat sich dann von den Epidermiszellen in die Parenchymzellen
verlagert. Das wiirde bedeuten, daB der Tonoplast der Parenchymzellen iiber
einen besonderen Anionencarrier verfiigen miifte, der also anders bzw.

spezifischer wirkt als jemer der iibrigen Membranen: dieser Mechanismus
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konnte mit einer besonderen Abfolge von Verarbeitung und Transport mit

aufgenommenen Substanzen zu tun haben.

Abb.: Drosera capensis x 600 LYCH 5mM, 36 h, Farbstoff hat sich von den
Epidermiszellen in die Parenchymzellen verlegt und akkumuliert sich in
der grofBen Zentralvakuole

Abb.: Drosera capensis x 1600, LYCH SmM, 24 h, gelbe Emission in den
Parenchymzellen, keine LYCH-Kompartimente mehr in der Epidermis
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3. Die Anfirbung der Zellwiinde

Die primire Fluoreszenz von Drosera betrifft neben den Chloroplasten
samtliche cuticuldre Strukturen und liefert damit eine violette Emission des
Halskranzbereiches, der &uBersten Zellwinde der Epidermiszellen im

Tentakelstiel, der sessilen Driisen und der Zellwinde im Driisenkopfchen.

Nach einer Behandlung mit LYCH kam es bei den Driisententakeln von
Drosera dann zu unterschiedlichen Fluoerszenzerscheinungen. Neben den
Endocytosevesikeln in den Driisenzellen des Képfchens und der diffusen
Fluoerszenz des Plasmas kam es auch zu einer Emission des
Halskranzbereiches an der Basis des Kopfchens, der sessilen Driisen und auch
der Zellwande im Driisenkdpfchen selbst. Nach Kontakt mit LYCH war also
die primare Fluoreszenz nur noch in den Epidermiszellen des Tentakelstieles
und teilweise auch bei den sessilen Driisen zu beobachten. Die Zellwinde des

Driisenkopfchens hingegen zeigten nun eine eindeutig gelbe Fluoreszenz und
damit auch Aufnahme von LYCH.

Diese Anfirbung der Zellwinde ist zunichst erstaunlich, ist doch das
Kopfchen genauso wie die Epidermiszellen des Tentakelstieles durch eine
Cuticula bedeckt. Diese Cuticula sollte eine Aufnahme von LYCH unméglich
machen. Die cuticuldre Schichte des Kopfchens ist allerdings durch Poren
unterbrochen (Schnepf, 1962). Hier kann der Farbstoff eindeutig eindringen,
aufgenommen werden und so eine gelbe Fluoreszenz der Zellwinde
verursachen. Ich hatte zunéchst angenommen, daB die Aufnahme von LYCH
auf die apikale Region des K6pfchens, also jene Driisenzellen an der Spitze,
die nach Schnepf am aktivsten sind und wo auch die meisten Poren sitzen,
bschrénkt ist. Die einheitliche gelbe Fluoreszenz der Zellwinde im Képfchen
und die regelmaBige Verteilung der Endocytosevesikel zeigen allerdings, daB
samtliche &uBeren Driisenzellen zur Aufnahme oder zumindest zum

Weitertransport des Farbstoffes und so auch der Vesikel befihi gt sind.
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Die Endodermis stellt moglicherweise tatsichlich eine Barriere fiir den
apoplasmatischen Transport da, wie das bis jetzt von Endodermiszellen
anderer Pflanzenorgane bekannt ist, sind doch die Zellwinde des
Tentakelstieles unterhalb von der Endodermis nicht mehr angefirbt. Sie zeigen
nur mehr eine normale violette Primérfluoreszenz von Zellwand und Cuticula.
An der Basis des Kopfchens diirfte der Farbstoff also dann auf dem
symplastischen Weg die Endodermis durchkreuzen und so in das Cytoplasma
der Zellen des Tentakelstiels aufgenommen werden. Eine direkte Aufnahme
von LYCH durch die Zellwinde des Tentakelstiels ist unwahrscheinlich, weil

die Cuticula hier so besonders dick und impermeabel ist.
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4. Der Transport von LYCH durch den Tentakel

Einmal in die Driisenzellen aufgenommen, war der Transport des
Endocytosemarkers LYCH durch die Drosera-Tentakel eine weitere Frage der
vorliegenden Untersuchung. DaB die Aufnahme vom Endocytosemarker
Lucifer Yellow selbst von den Driisenképfchen und wahrscheinlich auch zum
Teil von den sessilen Driisen iibernommen wird, habe ich mit meinen
Versuchen beweisen konnen. Die Fluoreszenz im Plasma der Driisenzellen
und vor allem die Vakuolen mit leuchtend gelben Inhalt zeigen eine gezielte
Aufnahme durch das Kopfchen in Form von Endocytose. Die teilweise gelb
gefirbten sessilen Driisen weisen ebenfalls auf eine Aufnahme des Farbstoffes
durch diese Strukturen hin. Nun ist es Stoffen nur auf dem symplastischen
Weg moglich die Endodermis zu durchwandern. Diese ist ja durch den
Caspary ‘schen Streifen nach auBen hin abgeschlossen. Vom Kopfchen her
kann also eigentlich keine Farbstoffaufnahme erfolgen. Sollte der Farbstoff
durch verletzte Zellen am Blattgrund eintreten und so zum Tracheidenstrang

vordringen konnen, wire das eine Erklarung fiir dessen Fluoreszenz.

Wir miissen hier also drei Mechanismen der Aufnahme beobachten, namlich
einerseits die Entstehung von fluoreszierenden Endocytosevesikeln in den
Driisenzellen, andererseits die Diffusion von LYCH durch die
Plasmamembran und drittens die Einlagerung von LYCH in die Zellwénde

sowie seinen apoplasmatischen Transport.

4.1. Die Moglichkeiten fiir den Transport eines
Farbstoffes von Zelle zu Zelle

Der symplastische interzellulire Transport von Substanzen erfolgt
wahrscheinlich durch Plasmodesmen; diese sind in Zellen hoherer Pflanzen

von einem eng zusammgengedriicktem Schlauch des Endoplasmatischen
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Reticulums (ER), dem ,.Desmotubule”, durchzogen, welcher sich beiderseits
der Plasmodesmen zu ER-Zisternen erweitert und so mit dem
Endomembransystem des Cytoplasmas eine Einheit bildet. Fiir die Diffusion
von Substanzen gibt es moglicherweise dre1 Wege, welche in der folgenden

Skizze dargestellt sind:

PL PL

Abb.: Skizze der moglichen Transportwege von Zelle zu Zelle: ZW: Zellwand, PL: Plasmalemma ER:
Endoplasmatisches Reticulum (Membrane, Desmotuble)

1. Transport auf plasmatischen Weg: Die jeweilige Substanz befindet sich im

Plasma und kann durch die Plasmadesmata in die Plasmaphase der

Nachbarzelle eindringen.
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2. Transport entlang der ER-Membranenen: Die Substanz baut sich in die
Membranen des ER und kann somit entlang dieser Bahnen in die

Nachbarzelle vordringen.

3. Transport in Endocytosevesikeln: Die Substanz ist zunéchst in Vesikeln
verpackt, kann dann mit dem ER verschmelzen, zum Teil vielleicht tiber
andere vesikulire Zwischenstufen wie z. B. Lysosomen, und dann
innerhalb des ER’s durch den Desmotubule in die Nachbarzelle
diffundieren.

Die erste Moglichkeit, namlich die Passage von LYCH durch den
plasmatischen Bereich der Plasmodesmata, trifft moglicherweise fiir die
Farbstoffmolekiile zu, die in den Driisenzellen des Kopfchens frei durch die
Plasmamembran permeiert sind. Man mufl hier davon ausgehen, dafll der
Endocytosemarker nicht nur in Form von Vesikel die Drosera-Tentakel
betreten kann, bzw. weitertransportiert wird. Ich werde auf diese Moglichkeit
in der Folge noch niher eingehen. Allerdings schlieBe ich aus meinen
Versuchen, daB ein solcher Transport des Farbstoffes vielleicht moglich ist,
aber dieser plasmatische Transport der Aufnahme durch Endocytose nicht

widerspricht.

Ein Transport von Stoffen entlang der ER-Membranen, also wie in Punkt zwei
aufgezeigt, wire grundsitzlich fiir einen Farbstoff auch moglich, wenn er in
die Phospholipidmembran eingebaut ist und dadurch innerhalb der Membran
lokal diffundieren kann. Dieser Weg ist allerdings fiir LYCH ausgeschlossen,
da der Endocytosemarker eindeutig in Vesikel verpackt ist und nicht in

Membranen eingebaut wird.

Fir LYCH ist der dritte Weg der wahrscheinlichste. Da in den

Driisenk6pfchen eindeutige Endocytosevesikel beobachtet werden konnten,
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werden diese also sehr wahrscheinlich mit dem ER von Zelle zu Zelle

diffundieren.

4.2. Der Transport durch den Tracheidenstrang

In Anbetracht der stindigen gelben Fluoreszenz des Tracheidenstranges bleibt
zumindest eine Uberlegung hinsichtlich der Verteilung des Farbstoffes durch
dieses Element bestehen. Immerhin ist die Aufgabe eines
Tracheidenkomplexes der Transport und somit méchte ich diese Moglichkeit

nicht von Anfang an ausschlieBen.

Tracheiden sind langgestreckte, am Ende zugespitzte Zellen, die in erster Linie
der Wasserleitung dienen. Die Zellwidnde sind, der Leitungsfunktion
entsprechend, stark getiipfelt, und zwar vor allem an den schrig gestellten
Endwinden, um die Wegsamkeit in der Léingsrichtung zu erhohen. Die
SchlieBhaute der Tiipfel sind nicht oder nur teilweise aufgelést. Der

plasmatische Inhalt ist im funktionsfihigen Zustand abgestorben.

Die hartnickige Fluoreszenz des Tracheidenstranges machten eine genauere
Untersuchung desselben notwendig. Nachdem die Fluoreszenz sich immer in
Form einer gelben Spirale zeigte, war anzunehmen, daB LYCH, ahnlich wie
bei der Cuticula, eine gewisse Affinitit fiir dieses Flement aufwies. Um mir
der Sache sicher zu sein, lieB ich ein alkoholisches Priparat von Sambucus
niger, das nur noch aus dem toten Holzteil bestand, mit LYCH reagieren. Das
Ergebnis war eindeutig: Selbst nach unzéhligen Waschgingen erstrahlte das
Priparat unter dem Erregerlicht in einem satten Gelb. Ich konnte also nun
davon ausgehen, daB der Endocytosemarker auf irgendeine Art und Weise mit
dem Tracheidenstrang in Berilhrung kommen muB. Wiirde der
Tracheidenstrang als Transportméglichkeit in Betracht kommen, so wire das

vielleicht auch eine Erklarung fiir das fluoreszierende Plasma. Gelangt aber
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LYCH nur durch Endocytoseversikel in das Innere der Tentakel, so konnte der
leuchtende Tracheidenstrang und das fluoreszierende Plasma nur dadurch
erklart werden, daB die Vakuolen ihren Inhalt zu irgendeinem Zeitpunkt
entleeren. Wiirde es andererseits auch zu einer Aufnahme von LYCH, das in
Wasser gelost ist, vom Blattgrund her kommen, so wire dies auch eine

mogliche Erklarung fiir den gefarbten Tracheidenstrang.

Kok hat sich in seiner Arbeit ,,Uber den Transport korperfremder Stoffe durch
parenchymatisches Gewebe“ mit Drosera auseinandergesetzt. Dabei hat er
zwei verschiedene Stoffe, nidmlich das anorganische Salz LiNO; und das
organische Koffein, bei deren Transport durch die Pflanze beobachtet. Ich
mochte in diesem Zusammenhang auf seine Ergebnisse mit Koffein eingehen.
Kok hat sich die Eigenschaft dieser Substanz, namlich in der Vakuole muit
Stoffen derselben Niederschlige zu bilden, zunutze gemacht um den Transport
durch die Tentakel beobachten zu kénnen. Ist der Niederschlag in der Vakuole
aufgetreten, so hat der davon ausgehen konnen, dal Transport zwischen Zellen
durch Diffusion stattgefunden hat. Mit dieser Methode hat er zunéichst
bewiesen, daB die  SpiralgefiBe keinen  EinfluB  auf die
Transportgeschwindigkeit von Koffein haben. Zu keiner Zeit hat er einen
weiter fortgeschrittenen Niederschlag in den Zellen um die GefaBbiindel
gesehen. Daraus ergibt sich, daB das Koffein in der Hauptsache von Zelle zu
Zelle geht und nicht durch die GefaBle.

Des weiteren hat er gezeigt, daB bei Beschddigung des Drosera-Tentakels
Transport von Koffein sowohl basipetal als auch akropetal funktioniert. Der
Niederschlag ist in beiden Richtungen gleich weit von der Wunde entfernt und
somit ist kein polarer Transport vorhanden. Bei Beobachtung der Transportzeit
dieser beiden unterschiedlichen Richtungen ist herausgekommen, daB an der
Basis ein schnellerer Transport moglich ist. Das hangt vor allem mit den
groBeren Zellen zusammen, denn den gréBten Widerstand beim Passieren der
Querwand bilden die beiden Protoplasmaschichten. Kok hat festgestellt, da}
der Widerstand im Protoplast mit dem Tonoplasten bei Drosera etwa 160 mal
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so groB ist, als der, welcher in der Vakuole vorhanden ist. Also kommt er zu
dem SchluB, daB die Vakuole als wichtigste Transportbahn angesehen werden
muB (Kok, 1932).

Zu ganz anderen Ergebnissen gelangt Walter Schumacher 1933 bei seinen
Untersuchungen iiber den Transport von Fluoreszein durch parenchymatisches
Gewebe. Im Nervenstrangparenchym von Curcurbita konstatierte er einen
Transport des applizierten Stoffes durch das Protoplasma und nicht durch die
Vakuole.

Oudman hat diese Methode iibernommen, um zu erforschen auf welchen
Bahnen Fluoreszein durch die Tentakel von Drosera capensis transportiert
wiirde. Schon bald nach der Applizierung von Fluoreszein sieht man das
wandstandige Protoplasma in den Driisenkopfchen aufleuchten. Diese
Erscheinung pflanzt sich ziemlich schnell durch den Tentakelstiel fort. Auch
hier dehnt sich die Erscheinung durch das wandstindige Protoplasma aus. In
der Vakuole 148t sich kein Aufleuchten wahmehmen. Das Spiralgefi} zeigt
auch kein Aufleuchten, so daB sich daraus schlieBen 148t, daB hierdurch kein
Transport von Fluoreszein in basipetaler Richtung erfolgt, oder daf
Fluoerszein nicht an Lignin bindet. Es muB fiir nicht unwahrscheinlich
gehalten werden, daB durch den Tracheidenstrang nur Transport nach dem
Driisenképfchen hin stattfindet. Einige Fluoreszein behandelte Tentakel hat
Oudman schlieBlich plasmolysiert. Danach hat er eindeutig gesehen, daB der
Farbstoff ausschlieflich im Plasma und nicht in den Wénden vorhanden war.
Dementsprechend faft Oudman zusammen, daB Fluoreszein im

Parenchymgewebe von Drosera capensis nur im Protoplasma transportiert
wird (Oudman, 1936).

Fiir meine Versuche sind vor allem folgende Ergebnisse von Bedeutung: Der
Transport von Koffein durch Drosera verlauft mittels Diffusion und zwar von
Zelle zu Zelle und nicht durch die GefiBe. AuBerdem ist der Transport nicht
polar beschrinkt, zumindest was die Diffusion durch die parenchymatischen
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Zellen betrifft. Oudmans Versuche haben gezeigt, daB ein Transport von
fluoreszierendem Farbstoff auf plasmatischem Weg in Drosera durchaus

moglich ist und daB das SpiralgefiB daran nicht beteiligt ist.

Grundsitzlich ist es naheliegend, daB die Fluoreszenz des Tracheidenstranges
daher kommt, da8 Lucifer Yellow von der Blattbasis her mit dem Wasser in
Richtung Kopfchen transportiert wird. Nachdem Drosera einen enormen
Wasserbedarf aufweist ist ein stindiger Transport in Richtung Kopfchen
unumgdnglich. Allerdings spricht dem entgegen, daB es auch zu einer
Fluoreszenz des Tracheidenstrang kam, wenn die Applikation des Farbstoffes
nur am Kopfchen mittels einer Kapillare erfolgte. In diesem Fall ist LYCH
niemals mit dem Blattgewebe selbst in Kontakt gekommen. Trotzdem war das

SpiralgefaB gelb gefirbt und somit fand ein basipetaler Transport statt.

Ich glaube, daB der Tracheidenstrang einen Transport in beide Richtungen
durchfiihren kann, wenn auch der in Richtung Kopfchen der bedeutendere ist.
Die Hauptfunktion dieser Struktur scheint doch in der Wasserleitung zu
liegen. Jenen Vorgang, an den Juniper (Juniper et al., 1989) gedacht hat, daB
némlich die aufgenommenen Stoffe in Form von Vesikel verpackte Einheiten
durch den Tracheidenstrang in Richtung Basis transportiert werden, halte ich
nicht fiir wahrscheinlich. Nachdem es neben dem SpiralgefaBl niemals zu einer
Fluoreszenz in Form von Endocytose-Kompartimenten gekommen ist und in
den angrenzenden Parenchymzellen die diffuse Fluoreszenz des Plasmas,
wenn iiberhaupt, nur sehr schwach vorhanden war, glaube ich, daB der
Tracheidenstrang mit den Zellen des Tentakelstieles nicht in direkter
Verbindung steht. Ich sehe in dieser Struktur eine direkte Verbindung
zwischen Blatt und Képfchen, die einen schnellen Transport vor allem von

Wasser moglich macht.
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5. Die Aufnahme durch die sessilen Driisen

Neben den Driisenzellen im Driisenkopfchen von Drosera gibt es auch noch
andere Driisen. Dazu gehoren die sessilen Driisen, die als zwei- oder
vierzellige Strukturen direkt am Tentakelstiel und am Blattgrund aufsitzten.
Zusitzlich gibt es am Blattgrund noch kleine gestielte Driisen, die
komplizierter gebaut sind und eine cutinisierte Halszelle analog der

Endodermis der Driisententakel haben.

Ich wollte herausfinden, ob und wie diese Driisen neben jenen im
Driisenképfchen an der Stoffaufnahme beteiligt sind. Leider war es mir nicht
gelungen, diese in einer geeigneten Weise zu isolieren. Ich bin aber
mittlererweile zu dem SchluB gekommen, daB diese Strukturen keine
wesentliche Rolle bei der Stoffaufnahme spielen. Trotzdem habe ich diese
Driisen, sowohl am Tentakelstiel, als auch am Blattgrund, wihrend meiner

Versuche nicht aus den Augen gelassen.

Darwin hat seinerseits gezeigt, daB sich deren Inhalt mit Goldchlorid und
Silbernitrat schnell schwarz firbt und daB sich diese Erscheinung in den
darunter liegenden Geweben fortpflanzt (Darwin, 1875). Rosenberg hat
wahrgenommen, daB sich die Papillen in Methylenblau getrankt sehr schnell
blau firben, wahrend die Driisenzellen im Képfchen diese Farbe erst spater
annahmen (Rosenberg, 1899). Kok hat ebenfalls beobachtet, daB diese
,»Knospchen®, wie er die sessilen Driisen am Tentakelstiel nannte, permeabel
fir Koffein sind. Das Koffein war nicht nur in die sessilen Driisen
eingedrungen, sondern wurde auch in der selben Zellreihe entlang des
Tentakels weitertransportiert. Anhand des Niederschlages, der von Koffein mit
den Gerbstoffen der Vakuole gebildet wird, konnte er diesen Transport sowohl
in akropetaler, als auch basipetaler Richtung verfolgen. AuBerdem war auch

ein Transport in die andere Richtung, also quer zum Tentakelstiel, aufgetreten
(Kok, 1932).
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Achtet man auf die Jahreszahlen, so kann man unschwer erkennen, daB all
diese Arbeiten schon von langer Zeit durchgefiihrt worden sind. Neuere
Untersuchungen auf diesem Gebiet fehlen vollstindig. Auch ist Koffein als
Testsubstanz denkbar ungeeignet, weil es aufgrund seiner lipophoben
Eigenschaften eine hohe Permeationskonstante besitzt und frei durch die
Plasma- und Vakuolenmembran diffundiert. In der Vakuole kommt es zur
Niederschlagsbildung mit Anthocyan und Gerbstoffen. Dieser Niederschlag
hat erlaubt, den Weg des Koffeins zu beobachten; er bewirkt aber auch
gleichzeitig einen stindigen neuen Einstrom von Koffein in die Zelle, und dies
ist mit dem Permeationseigenschaften von tierischem verdauten EiweiB

absolut nicht zu vergleichen.

Trotzdem weisen diese Beobachtungen darauf hin, daB eine Stoffaufnahme
durch die sessilen Driisen méglich ist. Auch in meinen Versuchen konnte ich
zeitweise eine Aufnahme von LYCH beobachten. Manchmal bestand diese
Aufnahme nur darin, daB anstatt der violetten, primiren Fluoreszenz eine
gelbe des Endocytosemarkers entstand. Manchmal jedoch konnte ich auch
einen deutlich gelben Inhalt erkennen. Bei beiden Fillen war Jedenfalls keine
GesetzmaBigkeit zu erkennen. Das Aufnahmeverhalten stand in keinerlei
Verbindung mit der restlichen Aufnahme durch das Driisenkopfchen. Auf
jeden Fall konnte ich niemals einen Weitertransport des Farbstoffes in den
Zellagen unter den sessilen Driisen verfolgen. Ein solcher Transport 148t sich
natiirlich im Tentakelstiel nicht ausschlieBen, nachdem in den meisten Fillen
bereits eine Fluoreszenz des Plasmas vorhanden war und dementsprechend ein
Transport aus den sessilen Driisen in den Stiel nicht unterschieden werden
hétte kénnen. Fiir jene Driisen allerdings, die direkt auf dem Blatt aufsitzen,
kann ich mit groBer Sicherheit behaupten, daB trotz Aufnahme kein
Weitertransport stattgefunden hat.
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6. Versuche mit Cyanid

Meine Versuche mit dem Atemgift Cyanid haben deutlich gezeigt, daB eine
Aufnahme des Endocytosemarkers LYCH bei Sauerstoffmangel nicht bzw.
kaum moglich ist. Auch wenn teilweise eine gelbe Fluoreszenz der sessilen
Driisen und des Halskranzes an der Basis des Kopfchens auf eine Aufnahme
hinwiesen, waren weder gefiillte Endocytosevesikel im Ké&pfchen, noch

fluoreszierendes Plasma oder andere Strukturen zu beobachten.

Alle Organismen sind zur Energiegewinnung darauf angewiesen,
Kohlenstoffverbindungen zu oxidieren, und zwar unabhingig davon, ob sie
diese Verbindungen selbst aufgebaut haben oder energiereiche Verbindungen
anderer Organismen verbraucht werden. Eine wichtige Rolle in diesem
Zusammenhang spielen die Mitochondrien, an deren innerer Membran die
Enzyme sitzen, die den stufenweisen Abbau der Zuckermolekiile und damit
verbundenen Aufbau von ATP-Molekiilen katalysieren. Man kennt eine Reihe
von spezifischen Hemmstoffen, die den Elektronentransport iiber die
Atmungskette blockieren. Sie greifen an bestimmten Redoxsystemen an, wie
eben zum Beispiel das Cyanid. Dieses blockiert die Cytochromoxidase, ein

Enzymkomplex der Atmungskette, der mit Sauerstoff reagiert.

Durch die Arbeiten von Arisz ist bekannt, daB die Aufnahme verschiedener
Stoffe durch die Drosera-Tentakel aus dem AuBenmedium oder ihr Transport
in das Blatt oder beides durch Sauerstoffentzug und durch die Anwendung von
Atmungsgiften beeinfluBt werden kann. So hat er festgestellt, daB die
Aufnahme von Asparagin bei Behandlung mit Cyanid vermindert werden
kann. Diese Tatsache zeigt allerdings nur die Zusammenhorigkeit von
Transport und Metabolismus, nicht aber wo genau dieser aktive Prozess
lokalisiert ist. Er hat gezeigt, daB der Transport durch den Tentakel verhindert
werden kann, nachdem die Kopfchen vom Tentakel entfernt worden sind. Das
bedeutet, daB die Abhéngigkeit des aktiven Transportes von Sauerstoff nicht
nur auf jene Zelllagen beschrénkt sein kann, die direkt mit dem AuBenmedium
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in Kontakt treten. Andererseits konnen diese Vorginge auch nicht auf das
Blatt beschrankt sein, denn sonst wire eine Anhiufung der jeweiligen
Substanz, die durch kontinuierliche Diffusion durch den Tentakel eindringen
wiirde, im Blatt zu bemerken, was allerdings nicht der Fall ist. Arisz schlieBt
daraus, dal der gesamte zelluldre Transport im Tentakel von der Atmung
abhéngig sein muB (Arisz, 1952).

Willenbrink hat sich mit der Stérung des Siebrohren-Stofftransport
auseinander gesetzt. Dabei hat er bewiesen, daB der Transport durch das
Phloem durch Enzyminhibitoren verhindert wird, nicht aber durch
Sauerstoffentzug (Willenbrink, 1957). Das bedeutet fiir meine Versuche, daB
die Fluoreszenz des Tracheidenenstranges, die trotz der Lihmung der

Endocytose zustande gekommen ist, eine durchaus klare Erscheinung ist.
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7. Versuche mit Pepsin

Drosera zeigt nach ,Fiitterung“ mit Pepsin Aggregation. Ausgehend von der
Idee, daB eine Stoffaufnahme nach Stimulation nicht mehr notwendig bzw
vielleicht auch nicht mehr méglich ist, lieB ich die aggregierten Tentakel mit
Lucifer Yellow reagieren. Die Ergebnisse zeigten, daB eine Aufnahme des
Endocytosemarkers in aggregierte Zellen nur noch vermindert méglich ist. Ich
konnte nur noch eine leichte Fluoreszenz im Halskranzbereich erkennen,
sowie eine sehr feine, kaum mehr erkennbare Fluoreszenz des Plasmas im
oberen Tentakelbereich.

Das cytologische Bild eines aggregierten Tentakels ist ganz anders gestaltetet
als das eines normalen. In nicht stimulierten Tentakeln besitzt jede Zelle eine
groBe Vakuole, wihrend bei der Aggregation mehrere kleine entstehen und
sich das Plasma scheinbar auf Kosten der Vakuole ausdehnt. In diesem
Zusammenhang méchte ich auf die Arbeit meines Kollegen Bjom Sieberer
verweisen, der sich ausgiebigst mit dem Phinomen der Aggregation
beschiftigt hat. Jedenfalls scheint die Aggregation auch Auswirkungen auf die
Strémungsgeschwindigkeit zu haben, die anscheinend nach Stimulation der
Tentakel eine Beschleunigung erfihrt. Auch hier méchte ich auf die Arbeit
meiner Kollegin Barbara Weigel verweisen, die diesem Problem durch

Messung der Organellenbewegung auf den Grund gegangen ist.

Kok hat festgestellt, daB der Koffeintransport in aggregierten Tentakeln
langsamer stattfindet als in normalen, obgleich das Protoplasma schneller
strémt und ein gréBeres Volumen einnimmt. Des weiteren hat er gesehen, daB
in narkotisierten Tentakeln keine Anderung der Geschwindigkeit des
Koffeintransportes stattgefunden hat. Daraus hat er geschlossen, daB eine
Verinderung der Organellenbewegung, bzw. der Protoplasmastrémung keinen
zwingenden EinfluB auf die Transportgeschwindigkeit hat. Zumindest ist eine
Beschleunigung der Plasmastrémung keine Ursache fiir einen schnelleren
Transport (Kok, 1932).
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In meinen Versuchen, bei denen ich die Blattpriparate zuerst in die Lucifer
Yellow-Losung gebracht habe und anschliefend in die Pepsinlosung, konnte
ich keinerlei Unterschiede zu einer normalen Aufnahme dieses
Endocytosemarkers bemerken. Die Zellen waren aggregiert und das Plasma
gequollen, dementsprechend erschien das Plasma stirker fluoreszierend als in
normalen Zellen. Trotzdem konnte ich wie immer kleine und groBe Vesikel,
sowle schlauchférmige Strukturen mit stark gelb fluoreszierenden Inhalt
erkennen. Ich sehe hierin eine Ubereinstimmung mit Kok's Ergebnissen, daB
ndmlich die schnellere Plasmastromung in aggregierten Zellen keinerlei
EinfluB auf die Verteilung des aufgenommenen Stoffes hat.

Outenreath und Dauwalder (1987) haben gezeigt, daB etwa eine Stunde nach
der Stimulation groBe Sekretvakuolen im elektronenmikroskopischen Bild zu
beobachten waren, die jenen bei der Fangschleimaussonderung hnlich sind.
Nach weiteren zwei Stunden waren diese verschwunden, dafiir die Golgi-
Zisternen vermehrt vorhanden (Outenreath und Dauwalder, 1987). Diese
Versuche wurden mit ausgereiften Tentakeln durchgefiihrt und das Ziel war
es, die Beobachtungen Darwins, daB namlich relativ alte Driisenképfchen nach

Reizung wieder Fangschleim absondern kénnen, ultrastrukturell zu beweisen.

Natiirlich ist damit noch lange nicht gesagt, daB wihrend der Reizung, also
wahrend der Aggregation des Plasmas, die Golgi-Aktivitit erliegt und damit
keinerlei Endocytosevesikel gebildet werden kénnen. Die Bildung der Vesikel
mit dem Fangschleimsekret erfolgt ja unabhidngig vom Vorgang der
Endocytose. AuBerdem kommt es nach der Exkretion des Fangschleimes auch
noch zur Aussonderung des Verdauungssekretes. Diese Ergebnisse sollen
dementsprechend nur aufzeigen, daB es im Golgi-Apparat zu stéindigen
Verdnderungen hinsichtlich der Vesikelproduktion kommen muB, um den
Aufgaben der Driisenzellen gerecht zu werden. Denn neben der Abgabe der
Sekrete miissen die iiberschiissigen Produkte Ja auch wieder abtransportiert
werden. Nachdem diese beiden Wissenschaftler immer wieder daran erinnern,

daB sdmtliche ultrastrukturellen Veriéinderungen nur auf die #uBere
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Driisenzellreihe des Kopfchens beschrinkt ist, sehe ich deren Ergebnissen
einen weiteren Beweis fiir die Aufnahme von Stoffen durch Endocytose in

eben diese Zellen.

Hier ist auch erwahnenswert, daB bei mechanischer Reizung, also Auslésen
der Aggregation mit nicht verdaubaren Elementen, eine verminderte Anzahl
der Vesikel zu beobachten war, wihrend die Golgi-Stapeln in gleichem MaBe
aufgetreten waren (Outenreath und Dauwalder, 1987). Auch wenn
mechanische Reize Aggregation auslosen, ist diese nach meinen
Beobachtungen niemals so stark gewesen, als bei Stimulation mit Eiweil.
Auflerdem haben meine Versuchsergebnisse gezeigt, daB aggregierten Zellen,
die nur durch das Abpfliicken von der Pflanze in diesen Zustand gekommen
waren, keine Schwierigkeiten bei der Aufnahme von Lucifer Yellow gezeigt
haben.

Zusammenfassend haben meine Versuche mit Pepsin und Lucifer Yellow
gezeigt, daB eine Aufnahme des Endocytosemarkers in aggregierte Tentakel,
die mit Pepsin stimuliert wurden, nicht moglich ist. Ich sehe in diesen
Ergebnissen einen weiteren Beweise fiir eine Stoffaufnahme durch Endocytose
in die duBeren Driisenzellen. Es erscheint auch als durchaus logisch, daB eine
mit Néhrstoffen versorgte Pflanze keine Stoffe mehr aufnehmen kann, bzw.
die Stoffaufnahme grundsitzlich einstellt.
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V. Teil: Anhang 1

1. Zusammenfassung

Ich untersuchte die Frage ob und wie Substanzen in Blittern von Drosera
capensis, einer carnivoren Pflanze, aufgenommen werden kénnen und wie sie
wohin weitergeleitet werden, da dieser Pflanze natiirlicherweise verdaute,
tieriesche Substanzen der Emahrung dienen. Als Modell fiir diese verwendete
ich den Endocytosemarker LYCH, einen anionischen Fluoreszenzfarbstoff,
der normalerweise nicht passiev in Pflanzenzellen diffundieren kann, sondem
er wird, verpackt in kleine Vesikel, durch Endocytose in die Zelle

aufgenommen und zeigt bei Anregung mit UV-Licht eine gelbe Emission.

Ich konnte feststellen, daB Endocytose in Driisenkopfchen von Drosera
stattfindet. Es kam zu einer Anfirbung der Zellen des Driisenkopfchens. Die
Zellwinde zeigten eine einheitliche gelbe Fluoreszenz ober, bzw. auBerhalb
der Endodermiszellen, wahrscheinlich aufgrund der Poren in der Cuticula,
welche Zutritt des Farbstoffes zu den Zellwidnden und damit Diffusion im
apoplasmatischen Raum erlaubten. In den #uBeren Driisenzellen fanden sich
viele kleine fluoreszierende Vesikel, welche sich aufgrund von Endocytose
des Farbstoffes gebildet hatten. Sie waren iiber das gesamte Kopfchen
gleichmaBig verteilt. Dabei dringt LYCH aus dem apoplasmatischen Raum in
die Driisenzellen.

Die Cytoplasmamatirx, das Cytosol, zeigt manchmal, aber nicht immer, eine
schwache diffuse Fluoreszenz, LYCH diffundiert hier moglicherweise

unspezifisch durch ,,Anionencarriern ins Cytoplasma.
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Der Vorgang der Endocytose ist energieabhiangig. Das konnte ich mit dem
Atemgift Cyanid zeigen. Wird die Atmung gehemmt, hort diese Form der
Stoffaufnahme auf.

Nach dem Auslésen der Aggregation mit Pepsin waren auch keine
Endocytosevesikel mehr zu sehen. Moglicherweise ist eine ,gefiitterte

Pflanze zu irgendeinem Zeitpunkt , satt“.

Durch eine selektive Zerstorung der Aktinfilamente durch Cytochalasin wird
die Endocytose verhindert, was darauf hindeutet, daB die Bildung oder die
Abschniirung der Endocytosevesikel von der Plasmamembran eine ProzeB ist,
der nicht freiwillig vor sich geht, sondern nur unter Beteiligung des

Cytoskeletts.

Die sessilen Driisen am Tentakelstiel und am Blattgrund, sowie die kleinen
gestielten Driisen am Blatt zeigten teilweise eine Aufnahme von LYCH. Einen

Weitertransport von diesen Driisen konnte ich aber nie beobachten.

LYCH wird vom Kopfchen in den Tentakelstiel weitertransportiert, denn auch
die Epidermiszellen und die Parenchymzellen des Stiels fluoreszierten. Dazu
mufl LYCH die Endodermis auf symplastischen Weg durchwandern. Es
bildete in den Epidermiszellen auffillige L YCH-Kompartimente in Form von
dynamischen Schlduchen und Vesikeln im oberen Tentakeldrittel. DaB diese
Fluoreszenz durch den Taransport des LYCH aus den Kopfchenzellen
zustande kam und nicht durch Diffusion des Farbstoffes via der Blattbasis in
den zentralen Tracheidenstrang, bewies ich, indem ich die Kopfchenzellen
mechanisch oder durch Hitze inaktivierte; in beiden Fillen hatten die
Driisenzellen eine schwache diffuse Fluoreszenz, aber es fanden sich keine

LYCH-Kompartimente in den Zellen des Tentakels.
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2. Uberlegungen zu weiteren Versuchen

Meine Versuche zeigten, daB LYCH in Form von Endocytose aufgenommen
werden kann, daB diese Aufnahme wahrscheinlich in den Driisenkopfchen
stattfindet, und daB ein Weitertransport des Endocytosemarkers moglich ist.

Sehr lange Einwirkungszeiten von LYCH haben aber auch gezeigt, daB es
danach zu einer Verlagerung des Farbstoffes in den Parenchymbereich des
Tentakelstieles kommt, dem moglicherweise ein selektiver Transport, je nach
Natur oder Notwendigkeit der Substanz, zu Grunde liegt. Es scheint so, als
wiirde LYCH zunéchst in die Epidermis und erst dann in die Parenchymzellen
transportiert werden, wo es schlieBlich zum Abtransport des Stoffes kommt. In
diesem Zusammenhang wire es notig, der »ganzen“ Pflanze, und nicht nur
dem isolierten Blatt, den Endocytosemarker anzubieten und damit den Weg
der aufgenommenen Substanz verfolgen zu koénnen. Denn dann wiren alle
dazu notwendigen Transportwege vorhanden, die in einem natiirlichen System
Vorraussetzung sind.

Weiters wire es interessant, die Aufnahmemechanismen von Drosera capensis
mit einem fluoreszierendem EiweiB nachzuvollziehen. LYCH hat sich zwar
als Endocytosemarker bei dieser Pflanze gut bewihrt, ein Protein wiirde
allerdings dem natiirlichen Vorgang niher kommen und damit eine reale
Stimulation erméglichen. Hier sollten samtliche Versuche, die ich auch mit
LYCH durchgefiihrt habe, zum Vergleich wiederholt werden.

Zusitzlich sollte nicht nur die Endocytose, sondern auch die Exocytose niher
betrachtet werden. Der Vorgang der Schleimaussonderung ist zwar
elektronenmikroskopisch gut erforscht, am lebenden Priparat jedoch noch
nicht beobachtet worden. Hier wire eine Analysierung mit der

Videomikroskopie vielleicht eine gute Methode.
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VI. TEIL: ANHANG II

MICROMANIPULATION DER
CHLOROPLASTEN
MIT DER
OPTISCHEN PINZETTE
IN
DROSERA CAPENSIS



Begleittext zur Beilage Videoband

.,;Mikromanipulation von Chloroplasten in Tentakelzellen von Drosera capensis*

Sonja Bauer und Bjorn Sieberer

Im Rahmen eines dreiwochigen Aufenthaltes im Februar 1997 am Institut for Mo-
lecular Cell Biology, Section of Molecular Cytology der Universitdt Amsterdam war
es den Autoren moglich, nach Anweisungen von Prof. Dr. Oof Oud und dem Techni-
ker Jos A. Grimbergen mit einem Infrarot-Laser als Mikromanipulator in Tentakel-
zellen von Drosera capensis zu arbeiten.

Die Tentakelzellen und besonders die in der Regel festsitzenden Chloroplasten erwie-
sen sich als gut geeignete Untersuchungsobjekte fiir diese Methode.

Ziel der Lasermanipulation war es, herauszufinden ob und wie sich die festsitzenden

Chloroplasten ablosen lassen.

Methode:

Die verwendete Apperatur setzte sich aus einem inversen Mikroskop und einem in
den Strahlengang eingekoppelten IR-Laser zusammen. Die Steuerung des Laser-
strahles erfolgte iiber ein computergesteuertes Spiegelsystem mittels Computermaus.
Durch seine spezifischen Eigenschaften (koherent, monochromatisch) 1aBt sich Laser-
licht exakt focussieren; der kleinstmogliche Focus hangt nur von der gewihlten Wel-
lenlange ab. Die Wellenldnge (um die 1000 nm) des Laserlichtes richtet sich nach dem
untersuchten Objekt, muf aber generell in einem Bereich liegen, in dem Wasser und
biologisches Material einen niedrigen Absorptionskoeffizient haben. Das Focussieren
des Lasers geschah mit dem Kondensortrieb des inversen Mikroskops.

Die Strahlungsintensitat des Lasers ist nicht gleichformig, sondern das Intensitatsprofil
folgt einer GauBschen Normalverteilung; im Focus ist die Strahlungsintensitit am
starksten - sie nimmt mit zunehmender Entfernung von der optischen Achse und vom
Focus ab.

Treffen Photonen des Lasers auf ein Objekt mit hoherem Brechungsindex als das es

umgebende Medium, erfahren sie, falls sie das Objekt auf der der optischen Achse zu-



gewandten Halfte treffen, eine Ablenkung von der optischen Achse weg; in gleichem
Mafe erfahrt das Objekt eine Ablenkung zur optischen Achse. Bei einer gleichmaBi-
gen Strahlungsintensitat wiirden sich die Effekte aller Photonen, die das Objekt tref-
fen, autheben; da aber die Strahlungsintensitait im Focus am hochsten ist, wird das
Objekt ebendorthin ,gestoen” und arretiert (Objekte ,springen” in den Laserspot) -
der IR-Laser fungiert somit als ,,optische Pinzette*.

Die im Amsterdamer Labor an den Laser angelegte Spannung betrug 800 mV; die
elektrische Leistung durfte 1 W nicht iiberschreiten, da sonst aufgrund des Tempera-
turanstieges von 0.5°C pro 100 mW und abhangig von der Bestrahlungsdauer bald ei-
ne kritische Temperatur fur lebende Objekte erreicht worden wire. Tatsichlich stellte
das Aufheizen der Objekte ein nicht zu unterschitzendes Problem dar - so gelang es
(unbeabsichtigt) einige Male, den Zellsaft zu verdampfen und Membranen durch die
Hitzewirkung zu denaturieren.

Wahrend der Arbeit mit dem Laser muften Laserschutzbrillen getragen werden, die
Okulare des Mikroskopes waren mit Schutzkappen abzudecken. Die Detektion des
Lasers konnte ausschlieflich mit einer IR-sensitiven Videokamera erfolgen; doku-
mentiert wurde auf VHS-Bander.

Die zeitweise mangelhaft erscheinende Qualitdt des Kamera-Bildes bzw. die Ahnlich-
keit mit einem Interferenzkontrast-Bild 148t sich auf die Tatsache zuriickfithren, da
der Laser und die Feldblende der Lichtquelle nicht gemeinsam zentriert werden
konnten (Problem mit der Kohlerschen Beleuchtungsanordnung).

Beobachtet wurde im Hellfeld mit einem 40x Objektiv und einem 100x Oel Objektiv;
anstelle der normalerweise tblichen Objekttrager wurden groBe Deckglaser als Ob-

jekttrager verwendet, um Absorption und Streuung des Lasers zu minimieren.
Videoband:

Die Szenen bis 0:00.47 stammen aus dem Wissenschaftlichen Film ,,Osmotische Er-
scheinungen bei Pflanzenzellen - Protoplasmaquellung und Vakuolenzerkliiftung.
Drosera® (Film E 2970) von Irene Lichtscheidl und Walter G. Url, Institut fiir den
wissenschaftlichen Film, Gottingen 1992.



- 0:00.10:
Laubblatt einer Drosera rotundifolia mit Drisententakeln; rechts unten wird ein In-

sekt gefangen (24 B/s).

- 0:00.18:

Drusententakel mit schleimiberzogenem Driisenkopfchen; Makroaufnahme.

- 0:00.28:

Drusententakel von Blattspreite aufwarts, Mikroaufnahme.

- 0:00.38:
Drusenkopfchen mit kopfchennahen Stielzellen, Mikroaufnahme.

- 0:00.47:
Organellenbewegung in Tentakelstielzellen, wandstandiger Plasmabelag, Vakuolen

anthocyangefarbt.

- 0:01.04:
ungereizter Tentakelstiel von Drosera capensis mit Epidermis- und Parenchymzellen,
mittig der Tracheidenstrang; in den Zellen ist die Organellenbewegung gut zu erken-

nen, focussierter Laserspot in verschiedenen Zellen.

- 0:01.40:;

der Laserspot muf3 auf das schon focussierte Objekt focussiert werden; Uberpriifung

im Dunkelfeld.

- 0:02.00:
in einer Parenchymzelle werden verschiedene Partikel in der Vakuole vom Laser ein-
gefangen; bei Ausschalten des Lasers verharren die Partikel noch ein paar Sekunden

auf einem Fleck und zerstreuen sich dann in der Vakuole.



- 0:02.25:
Parenchymzellen lings der Tracheide; Vakuolenpartikel werden vom Laser eingefan-

gen und durch die Vakuole bewegt.

- 0:02 46:
Epidermiszelle; ein Vesikel (der optisch dunner als der Zellsaft sein muf3) von ca. 15
um Durchmesser kann vom Laser nicht eingefangen, sondern nur vor sich hergescho-

ben werden.

- 0:03.15:
Epidermiszelle eines gereizten Tentakels; Manipulation am Tonoplast, die Vakuole

scheint vom Laser geteilt worden zu sein.

- 0:03.35:
Epidermiszelle eines stark gereizten Tentakels, der Laser ,,durchmischt™ die zahlrei-
chen Teilvakuolen, auch wenn sie durch die protoplasmatischen Bewegung mitbewegt

werden.

- 0:03.42:
Epidermiszelle eines gereizten Tentakels; eine Teilvakuole dehnt sich bei Laserbe-

strahlung aus und zieht sich nach Abschalten des Lasers wieder zusammen.

- 0:04.00:
Parenchymzelle eines ungereizten Tentakels; festsitzende Mitochondrien lassen sich

vom Laser nicht verschieben; rechts unten ein Teil der Tracheide.

- 0:04.22:
Epidermiszelle eines schwach gereizten Tentakels, Chloroplasten sind fest verankert
und lassen sich - im Gegensatz zum Tonoplast - vom Laser nicht bewegen; die Orga-

nellenbewegung ist gut zu erkennen.

- 0:04 .42

Epidermiszelle mit fest verankerten Chloroplasten.



- 0:05.08:
Epidermiszelle mit festsitzenden Chloroplasten; trotz Laser-Bestrahlung eines Chloro-

plasten von 10 Sekunden konnte dieser nicht verschoben werden.

- 0:05.28:
Parenchymzelle eines schwach gereizten Tentakels; Laserspot in einer Plasmabahn mit

starker Organellenbewegung, Chloroplasten sind fest verankert.

- 0:06.05:
Epidermiszelle eines schwach gereizten Tentakels; ein Chloroplast 148t sich durch den

Laserspot seitwarts verschieben.

- 0:07.17:
Parenchymzelle eines ungereizten Tentakels; mehrere Chloroplasten lassen sich vom
Laser versetzen bzw. abzupfen, ein Chloroplast denaturiert nach mehrmaliger Laser-

manipulation.

- 0:07 43:
Epidermiszelle eines schwach gereizten Tentakels: ein Chloroplast 148t sich zwar mit

dem Laser in der Mitte abheben, bleibt aber mit dem Rand weiterhin fest haften.

- 0:07.53:
Parenchymzelle eines ungereizten Tentakels; ein Chloroplast 148t sich abzupfen, bleibt
aber an einer Stelle fest haften und klappt nach Entfernen des Laser wieder in seine

Ausgangsposition zuriick.

-0:08.12:
Parenchymzelle eines ungereizten Tentakels; ein Chloroplast 1aBt sich abzupfen, bleibt
aber an einer Stelle fest haften und klappt nach entfernen des Lasers wieder in seine

Ausgangsposition zuriick (vgl. obige Szene).



- 0:09.19:

Epidermiszelle eines ungereizten Tentakels, ein Plasmastrang wird durch den Laser
hin- und herbewegt, Vakuolenpartikel werden eingefangen und ein Chlorolast laBt
sich abzupfen - er kehrt aber nach Entkommen aus dem Laserfocus an seine ur-
sprungliche Position zuriick; auch nach mehrmaliger Manipulation kehr der Chloro-

plast wenigstens in die Nahe seiner Ursprungslage zuriick.

- 0:09.57:
Parenchymzelle eines ungereizten Tentakels, mehrere Chloroplasten konnen bewegt

werden.

- 0:10.16:

Epidermiszelle eines schwach gereizten Tentakels; ein Chloroplast kann abgezupft
und weit durch die Zelle bewegt werden; von besonderem Interesse sind die Struktu-
ren (Membranen und/oder Plasma), die der Chloroplast bei Abzupfen hinter sich her-

zieht und die ihn in seine Ausgangslage zuriickzuziehen scheinen.

-0:11.44:
Epidermiszelle eines schwach gereizten Tentakels; mehrere Chloroplasten werden
bewegt; beim Versuch einen Chloroplast tiber den anderen zu ziehen fallt auf, daB3 der

manipulierte Chloroplast nicht mehr in seine Ausgangslage zuriickkehrt.
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