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I. Einleitung 

Die Entwicklung der Proplastiden zu Etioplasten ist ein licht­

unabhängiger Vorgang, der eine Serie plastidenspezifischer 

Synthesen von Nucleinsäuren, Lipiden, Kohlenhydraten und Pro­

teinen impliziert. Etioplasten - ein für etiolierte Angio­

spermen typisches Plastidenentwicklungsstadiurn, das geringe 

Mengen Protochlorophyllid, aber noch keine Chlorophylle ent­

hält - sind Endprodukte einer Sequenz von Entwicklungsprozessen 

aus undifferenzierten Proplastiden. Dieser lichtunabhängige 

Differenzierungsvorgang ist u.a. mit der Ausbildung eines pla­

stideneigenen Systems für Proteinsynthesen (DNA, 70 S Ribosomen, 

tRNA, Arninoacyl-RNA Synthetasen) korreliert. Damit können in 

der Dunkelphase signifikante Mengen pufferlöslicher Strornaenzyrne 

(z.B. Enzyme des reduktiven Pentosephosphatweges, Fraction !­

Protein), wasserunlösliche Strukturproteine des Prolarnellar­

körpers - ein charakteristisches inneres Membransystern der Etio­

plasten - und rnernbranassoziierte Proteine des photosynthetischen 

Elektronentransportes synthetisiert werden. 

Die weitere Entwicklung der Etioplasten zum photosynthetisch 

aktiven Chloroplasten wird durch Licht - in Abhängigkeit von 

der Lichtintensität und der Wellenlänge - induziert und durch 

Photoakzeptoren reguliert. Die Photoregulationen können indirekt 

über differentielle Genaktivierungen oder/und direkt durch En­

zyrnaktivi tätsänderungen infolge Wechsel der Mernbranpermeabilität 

für Substrate und direkt durch de novo-Synthesen von Enzymen 

wirken. Kontrolliert werden die lichtinduzierten Regelprozesse 

durch die im Kern und in den Plastiden lokalisierte DNA. Dabei 

übernimmt die Kern-DNA wahrscheinlich die Funktion des Trägers 

der Strukturgene für viele Chloroplastenproteine, während die 

Plastiden-DNA möglicherweise als Sitz der Regulatorgene aufzu­

fassen ist. 

Kern, Cytoplasrna und die durch eine doppelte Hüllrnernbran begrenz­

ten Plastiden besitzen je ein getrenntes System der Transcription 

und Translation. Die räumliche Kompartirnentierung des Cytoplasrnas 

vorn Plastidenstrorna schließt die funktionelle Trennung nicht aus: 

es ist anzunehmen, daß an der Kern- bzw. Plastiden-DNA transcri-



- 4 -

bierte mRNAs sowohl an den 70 S Ribosomen der Plastiden als 

auch an den 80 S Ribosomen des Cytoplasmas zu spezifischen 

Polypeptiden während der Plastidendifferenzierung verknüpft 

werden. 

Die Präsenz mehrerer Regelkreise, die in pflanzlichen Eukary­

ontenzellen die Plastidenentwicklung steuern, erschwert die 

Interpretation der Ergebnisse im Sinne einer kausalen Analyse. 

So sind Steuerung und Verlauf der Photomorphogenese von Etio­

plasten zu Chloroplasten ein komplexes Differenzierungsproblem. 

Zum Teil bedingt durch differentielle Genaktivierung übernehmen 

die Etioplasten in Blättern heterotropher Pflanzen während ihrer 

Entwicklung zu Chloroplasten sequentiell Teilschritte der Photo­

synthese. 

Trotz einer Fülle von Daten über ultrastrukturelle und bio­

chemische Teilaspekte der Chloroplastengenese aus Etioplasten 

sind viele Detailfragen - insbesondere der Synchronisation 

ultrastruktureller und funktioneller Differenzierungsschritte -

weitgehend ungelöst. Mit den Methoden der Elektronenmikroskopie 

und der Biochemie werden in dieser Arbeit Einzelschritte der 

Chloroplastenentwicklung analysiert. Als Objekt wurden Etio­

plasten, ergrünende Plastiden und Chloroplasten in vivo oder 

im isolierten Zustand aus Primärblättern von Hordeum vulgare 

'Bido' L. untersucht. 

Daß die lichtinduzierte Chloroplastengenese in diesen Blatt­

teilen weitgehend synchron verläuft und die Chloroplastenent­

wicklung der einzige Differenzierungsprozeß in den älteren, aus­

differenzierten Primärblättern ist, ließ das Objekt für ent­

wicklungsphysiologische Fragestellungen geeignet erscheinen. 

Um die mit der Plastidenentwicklung korrelierten ultrastruk­

turellen Veränderungen zu verdeutlichen, wurde das klassische, 

von MÜHLETHALER und FREY-WYSSLING (1959) entwickelte Schema der 

Plastidenentwicklung als Beispiel gewählt (Abb. 1). So gesehen 

ist die lichtabhängige Differenzierung der Etioplasten in Chlo­

roplasten ein Teilaspekt von Membranbildungs- und -umbildungs­

prozessen, der im wesentlichen die Umwandlung der in den Pro-
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Abb. 1: Lichtabhängige und lichtunabhängige Ontogenese von 
Chloroplasten bzw. Etioplasten aus Proplastiden 
(nach MÜHLETHALER und FREY-WYSSLING 1959) 

lamellarkörpern präformierten Membranen in Stromathylakoide 

und anschließend die Neubildung von Granathylakoiden bein­

haltet. Gleichzeitig können mit der Photokonversion der Pro­

lamellarkörper in chlorophyllhaltige Thylakoidmembranen im 

Plastidenstroma zum Teil lichtabhängige Synthesen initiiert 

werden, die mit der Bildung photosynthetisch aktiver 

Chloroplasten abschließen. 
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II. Material und Methoden 

Untersucht wurden lichtinduzierte Veränderungen an sieben 

Tage alten Primärblattspitzen (5 cm) von Hordeum vulgare, 

var. 'Bido'. Der Entwicklungszustand der Etioplasten dieses 

Blattalters ist für die Untersuchungen der lichtinduzierten 

Veränderungen besonders geeignet: Protochlorophyll(id)gehalt, 

Größe der Prolamellarkörper und die Bildung von Primärthyla­

koiden erreichen maximale Werte am siebenten Tag der Blatt­

entwicklung (HENNINGSEN und BOYNTON 1967). Die Chloroplasten­

entwicklung wurde nach Belichtung unterschiedlicher Dauer 

(Philips Leuchtstoffröhren, TLW, 5 kLux; Belichtungsdauer: 

5 und 30 Minuten, 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden) abgebrochen und 

die jeweiligen Differenzierungsstadien vergleichend analysiert. 

Elektronenmikroskopie 

Primärblattstückchen (1 mm2) wurden in phosphatgepuffertem, 

6,25%igem Glutaraldehyd (pH 7,2) fixiert (2 Stunden) und in 

phosphatgepuffertem,1%igem Os0 4 (pH 7,2) nachfixiert (2 - 12 

Stunden). Die Entwässerung verlief über eine gestufte Serie 

von Äthanol über Propylenoxid. Das fixierte Material wurde in 

niedrig-visköses Epon eingebettet (SPURR 1969). Die mit Uranyl­

acetat kontrastierten Ultradünnschnitte wurden zusätzlich mit 

Bleicitrat (VENABLE und COGGESHALL 1965) für 1-5 Minuten nach­

kontrastiert und im Elmiskop I (Fa. Siemens) elektronenmikros­

kopisch untersucht. 

Für die Negativ-Kontrastierung von Plastidenbruchstücken und 

von Plastidenproteinen wurden engmaschige (150 mesh), Formvar­

befilmte Cu-Netzehen verwendet, die zusätzlich durch eine auf­

gedampfte Kohleschicht verstärkt wurden. Die frisch hergestell­

ten Präparate wurden auf die Trägernetzehen angetrocknet und 

mit 2% Phosphorwolframsäure, deren pH mit nKOH auf 7,0 einge­

stellt wurde, kontrastiert. 

Zur Kegelbedampfung von isolierten Thylakoidmembranen wurden 

Plastiden im Dichtegradienten isoliert (Kap. VIII), nach osmo­

tischer Lysis durch wiederholtes Waschen in Phosphatpuffer ge­

reinigt und auf einem Teflon-beschichteten Aluminiumtrog 
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(E. FULLHAM, N.Y.) gespreitet. Die auf den Formvar-befilmten 

Cu-Netzehen angetrockneten Membranen wurden unter einem Winkel 

von 6° mit Platindraht (~ o,1 mm, Länge 7 cm) kegelbedampft 

(Fa. Edwards). Die elektronenmikroskopischen Mikrographien wur­

den, z.T. nach Anfertigen von Zwischenvergrößerungen, densito­

metrisch ausgewertet (Chromoscan, Fa. Joyce und Loebl). 

Die Beugungsdiagrarnrne der parakristallin angeordneten Plastiden­

komponenten wurden von den elektronenmikroskopischen Negativen 

mit einem optischen Diffraktometer (Fa. Polaron) hergestellt. 

Neben der Ultradünnschnittechnik nach chemischer Fixierung 

wurden 1 mm 2-Blattstückchen nach Vorfixierung in Glutaraldehyd 

und Zusatz von 20% Glycerin als Gefrierschutzmittel nach der 

Gefrierätzmethode (MOOR et al. 1961) untersucht. Die Präparate 

wurden mit flüssigem Dichloridfluormethan in speziellen Präparat­

haltern eingefroren, in flüssigem Stickstoff aufbewahrt und auf 

den Objekttisch (-196°C) übertragen. 

Mit dem gekühlten Mikrotommesser (-196°C) werden Querbrüche 

durch die Blattspreite gelegt (Objekttemperatur -99°C). Nach 

einer Sublimationsdauer von einer Minute bei einem Vakuum von 

10- 6 Torr wurden die Objekte schrägbedampft. 

Für die Schrägbedampfung (Bedampfungswinkel 45°) wurde ein eng­

gewickel ter Platin-Iridiumdraht (7 cm Länge, 0,1 mm~) aufgedampft. 

Um reproduzierbare Metallbeschattungen unter gleichen Bedampfungs­

winkeln zu erhalten, wurde der Platin-Kohleverdampfer und die 

Kohleverdampfungseinrichtung der Gefrierätzanlage (Fa. Balzers) 

so umgebaut, daß die Zentrierung der Kohleelektrodenspitzen 

auf das Präparat entfiel. 

Zur Ablösung der Abdrücke wurden die Objekte durch eine Serie 

von Lösungsmitteln geführt: aqua dest., 15 min.; 20%ige Chrom­

schwefelsäure, 15 min.; aqua dest., 15 min.; 40-70%ige Schwefel­

säure je nach Bedarf und 2 x 15 min. aqua dest .. Zur weiteren 

Beobachtung im Elektronenmikroskop wurden die Abdrücke auf 

Formvar-befilmte Kupferobjektträgernetzchen mit einer Platin­

öse übertragen. 
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Die Extraktion der Chlorophyllide erfolgte mit kaltem 80%igen 

Aceton unter Zusatz von Spuren von Ca(C03) 2 im Sorvall-Omni­

mixer. Im Falle der quantitativen Bestimmung der Protochloro­

phyllidreduktion wurden die Primärblätter nach einer Belichtungs­

dauer von 5 Minuten in flüssigem Stickstoff eingefroren und so­

fort mit kaltem Aceton extrahiert. Die eingeengten Chlorophyllide 

wurden dünnschichtchromatographisch an Cellulose MN 300 im 

Trennmittelgemisch Methanol-Dichlormethan-H2o (100:18:20; v/v/v) 

getrennt (SCHNEIDER 1967). Die de-getrennten Chlorophyllide 

wurden fluorometrisch bei 325 nm identifiziert. Mit Hilfe 

eines Gelb-Grün-Filters wurden sichbare, nichtfluoreszierende 

Pigmente - bis auf eine im Lutein fluoreszierende Bande (vgl. 

SCHNEIDER 1967) - unterdrückt. Die Lage der fluoreszierenden 

Pigmente - Protochlorophyllid, Protochlorophyll, Chlorophyllid, 

Chlorophyll a und b - wurde durch Densitometrie qualitativ be­

stimmt (Chromoscan, Fa. Joyce und Loeble). Als Basislinie wurde 

das Mittel der maximalen und minimalen Durchlässigkeit des photo­

graphischen Negativs festgelegt. 

Die quantitative Bestimmung des Verhältnisses von Protochloro­

phyll (id) zu Chlorophyll(id) wurde unter Verwendung der spezi­

fischen Absorptionskoeffizienten für Chlorophyll a bei 663 nm 

(McKINNEY 1941) und Protochlorophyll bei 626 nm (ANDERSON und 

BOARDMAN 1964) berechnet: 

C 12.2013·E663 - 0.0699·E626 

P 28.6818·E626 - 5.209·E663 

(wobei C und P = Mikrogramm Chlorophyll(id) bzw. Protochloro­

phyll(id)/ml·cm ist). 

Der Chlorophyllgehalt wurde nach der ARNON-Methode (1949) oder 

nomogrammatisch nach KIRK (1968) bestimmt. 

Zum Nachweis 14 c-markierter Intermediärprodukte des reduktiven 

Pentosephosphatweges wurden die mit Methanol/Wasser (80/20, v/v) 

extrahierten, radioaktiven Zwischenprodukte papierchromato­

graphisch zweidimensional getrennt (BENSON et al. 1950) und 

autoradiographisch (Kodak Röntgenfilm, royal blue) identifi­

ziert. Die radioaktiven Flecken wurden ausgeschnitten und ihre 
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Radioaktivität im Flüssigkeitsszintillationszähler (Packard, 

Tri-Carb) in Toluol (1000 ml), p-bis-(2,5-Phenyloxyzolyl)benzol 

(100 mg), 2,5-Diphenyloxazol (4 g) bestimmt. 

Die Markierungs- und Extraktionsbedingungen nach 14 co
2

-Begasung 

sind in Kap. XII beschrieben. 

Auf die Isolierungsmethode von Plastiden (Etioplasten, ergrünen­

de Plastiden und Chloroplasten) im Ficoll-Dextran-Saccharose 

Gradienten wird in Kap. VIII eingegangen. 

Die Plastoglobuli aus verschiedenen Plastidendifferenzierungs­

stadien wurden nach Ultraschallbehandlung (Braunsonic 300 S) 

bei 4°C und mit Hilfe differentieller Zentrifugation isoliert 

(LICHTENTHALER und SPREY 1966). Zur elektronenmikroskopischen 

Abbildung wurden sie Oso4-fixiert und wahlweise mit Pt-C-schräg­

bedampft. Für die Proteinextraktion wurden die isolierten Plasto­

globuli solange mit Phosphatpuffer über Millipore-Filter (AAWP 

02500) gewaschen, bis das Eluat frei von löslichen Proteinen 

war (LOWRY et al. 1951). Die Plastoglobuliproteine wurden mit 

1% Natriumlaurylsulfat (SDS) in 0.01 M Tris-Glycin Puffer 

(pH 8,9) gelöst und der unlösliche Debris abzentrifugiert 

(Beckman Minifuge). Die Proteinkonzentration wurde mit Folin­

Reagenz bestimmt (LOWRY et al. 1951) und der überstand gelelek­

trophoretisch in 7,0% Polyacrylamidgelen (Gelsystem 1a, MAURER 

1971) in Gegenwart von 0,1% SDS im Elektrodenpuffer (Tris­

Glycin-Puffer, pH 8,9) getrennt. Als Standardeichproteine zur 

Bestimmung der Molekulargewichte in Gegenwart von 0,1% SDS 

(SHAPIRO et al. 1967) wurden verwendet: Cytochrom c (M.W. 

13.500), Chymotrypsinogen A (M.W. 25.000), Ovalbumin (M.W. 

45.000), Rinderserumalbumin (M.W. 67.000), Aldolase (M.W. 

147.000), Catalase (M.W. 240.000), Ferritin (M.W. 540.000, 

Combithek, Fa. Boehringer). 

Fraction !-Protein wurde in Tris-HCl Puffer (pH 8,0) in Gegen­

wart von 0,002 M MgC1 2 , 0,0005 M Cysteinhydrochlorid, 0,01 M 

Mercaptoaethanol im eisgekühlten Omnimixer extrahiert, für 30 

Minuten im Ti-50 Rotor mit 40.000 Upm zentrifugiert (Beckman 

L-50). Der überstand wurde für die Enzymuntersuchungen und die 
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Gelfiltration (Sephadex G-100) nach den von KANNANGARA (1969) 

beschriebenen Bedingungen verwendet. 

Zur quantitativen Bestimmung der löslichen Proteine nach der 

Folin-Ciocalteu Methode (LOWRY et al. 1951) wurde Serumalbumin 

als Standardeichprotein verwendet. 

Für die Bestimmung der spezifischen Syntheserate von Fraction !­

Protein während der Chloroplastengenese wurden abgeschnittene, 

5 Tage alte, etiolierte, oberflächensterilisierte Primärblätter 

für 48 Stunden mit einem 14 c-Proteinhydrolysat von Chlorella 

(5;uCi/ml, Fa. Buchler) in Dunkelheit vorinkubiert. Die Proben 

verblieben in Gegenwart der 14 c-Aminosäuren in Dunkelheit, bzw. 

wurden für 48 Stunden oder 8 Stunden belichtet. Das an 

Sephadex(G-100)-Säulen getrennte Fraction !-Protein wurde in 

5% Trichloressigsäure gefällt, abzentrifugiert und in dest. 

H2o gewaschen und erneut pelletiert (2x). Nach Lyophilisierung 

der Probe wurde ihre Radioaktivität (Imp./Minute · mg Protein) 

unter Zusatz von Soluene (Fa. Packard) und unter Verwendung 

des oben angegebenen Szintillationscoktails im Tri-Carb (Fa. 

Packard) bestimmt. 

Alternativ dazu wurden spezifische Syntheseraten des Fraction !­

Proteins während ~er Blattergrünung durch Markierung in 14 co 2-

Atmosphäre via Photosynthese bestimmt. Aus 5 mCi Ba14 co 3 wurde 

mit 70% H2so4 in einem Exsikkator (Val. 5 1) 14 co 2 generiert 

und eine Stunde belichtet (35 kLux). Fraction !-Protein wurde 

analog der oben beschriebenen Methode extrahiert und isoliert. 

Verglichen wurden die Syntheseraten von Fraction !-Protein in 

7 Tage alten,etiolierten (im Exsikkator lichtdicht abgeschirm­

ten) Blättern und ergrünenden Blättern (nach unterschiedlicher 

Belichtungsdauer). 

Die Aktivität der Ribulose-1 ,5-diphosphat Carboxylase wurde 

nach der bei KANNANGARA (1969) aufgeführten Methode bestimmt. 

Die Aktivität der Enzymsequenz Phosphoriboisomerase, Phospho­

ribulokinase und Ribulose-1,5-diphosphat Carboxylase wurde 

nach der bei STEER und Mitarbeitern (1966) beschriebenen Metho­

dik ermittelt. Die Radioaktivität der 14 c-Phosphoglycerinsäure 
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wurde als Ipm pro Milligramm bzw. Mikrogramm extrahierbarer, 

pufferlöslicher Gesamtproteine angegeben (vgl. Kap. V). 

Zur Fraktionierung der Untereinheiten von Fraction I-Protein 

wurde das native Protein in Gegenwart von 0,1% SDS elektropho­

retisch in 7,0% Polyacrylamidgelen getrennt. Elektrodenpuffer 

(Tris-Glycin, pH 8,9), Gel und Probe waren 0,1% an SDS. Die 

Untereinheiten wurden in einem Glaszylinder (~ 2,3 cm) einer 

analytischen Trennapparatur (Fa. WTW) bei 4°C getrennt (Proben­

menge 1 mg). Es wurden jeweils zwei Versuche parallel durchge­

führt. Bei Erreichen des Gelendes durch die Bromphenolblau­

Front wurden die Gele aus den Trennröhrchen entfernt. Ein Gel 

wurde mit 1% Amidoschwarzlösung in 7,S% Essigsäure angefärbt 

und die Lage der Proteinbanden nach Entfärbung der Gele mar­

kiert. Dieses Gel fungierte als Referenz. Die proteinhaltigen 

Banden des zweiten ungefärbten Gels wurden, entsprechend der 

Lage der Proteine im Referenzgel, ausgeschnitten, durch ein 

engmaschiges Nylonsieb mit einem Pistill zerrieben und die Pro­

teine in 10 rnM Tris-Glycin Puffer (pH 8,9) über Nacht bei 4°c 

unter Schütteln eluiert. Nach Zentrifugation (30 Minuten, 

40.000 Upm, Ti-SO Rotor, Spinco L SO) wurde der überstand TCA­

gefällt und durch Zentrifugation pelletiert. Das Sediment wurde 

in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7,2) gelöst und erneut zentrifugiert 

(3x). Das Sediment wurde gefriergetrocknet. 

Für die Aminosäureanalyse wurden die Proteine 8, 14 oder 24 

Stunden in 6N HCl bei 110°c in Gegenwart von Stickstoff in ver­

schlossenen Reagenzgläschen (Sovirel) hydrolysiert. Zur Amino­

säureanalyse wurde ein automatischer Analysator (Fa. Biocal) 

benutzt. 

Die Isolierung des Protochlorophyllid-Holochroms aus 7 Tage 

alten, etiolierten Primärblättern von H. vulgare erfolgte unter 

Zusatz des nichtionischen Detergenz Triton X-100 (0,06%, v/v) 

in 10 rnM Tris-HCl Puffer (pH 8,S), enthaltend 2 rnM MgSo 4 , 1 rnM 

EDTA und 2S% (v/v) Glycerin nach der bei AKOYUNOGLOU und Mit­

arbeitern (1970) beschriebenen Methode. Als Funktionstest wurde 

die spektralphotometrisch nachweisbare Verschiebung des Absorp-
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tionsmaximums von Protochlorophyllid-Holochrom von 639 nm 

nach 678 nm durch Belichtung der Protochlorophyllid-Holochrom­

lösung in einer 1 cm Meßküvette verwendet (SCHOPFER und 

SIEGELMAN 1968). 

Für die Markierungsexperimente zur Bestimmung der Lipidsynthesen 

wurden die etiolierten Primärblätter von H. vulgare unter steri­

lem ,dest. Wasser oberhalb der Coleoptile abgeschnitten und in 

Bechergläser, die mit wenig dest. H20 gefüllt waren, für 4, 12 

und 24 Stunden belichtet (Mischlicht aus Osram L Fluora 40 W 

und Philips TL 40 W Leuchtstoffröhren, 5.000 Lux). Als Kontrolle 

dienten gleichalte (7 Tage), abgeschnittene Primärblätter etio­

lierter bzw. kontinuierlich belichteter Kulturen von H. vulgare. 

Zur Markierung der Glykolipide und der Phospholipide wurden die 

abgeschnittenen Primärblätter mit verdünnter, wässriger H3 
32 Po 4 -

Lösung (50/1Ci/ml, Fa. Hoechst, Fa. Buchler) bzw.mit 14c-Natrium­

acetat-Lösung (5;uCi/ml, Fa. Buchler) jeweils zwei Stunden vor 

Belichtungsende inkubiert. 

Für die Lipidextraktion wurden die Blätter mit flüssigem Stick­

stoff zermörsert und gefriergetrocknet. Das Lyophilat wurde 

unter Stickstoff bei -20°c aufbewahrt und zur Aufarbeitung mit 

einem schnell rotierenden Messerhomogenisator (Krups) pulveri­

siert und die Lipide mit kaltem, wasserfreiem Methanol/Äther­

Gemisch (2:1, v/v) unter Zusatz von etwas flüssigem Stickstoff 

12 Stunden im Dunkeln bei 4°C extrahiert. Der Rückstand wurde 

über eine Glasfritte (G4) bis zur Farblosigkeit gewaschen und 

im Rotationsverdampfer unter Stickstoffbelüftung bis zur Trockene 

eingeengt. Die wasserlöslichen Bestandteile wurden an der 

Sephadex(G-25)-Säule durch Verteilungschromatographie zwischen 

der stationären, hydrophilen Phase und mobiler, lipophiler Phase 

in einem Chloroform-Methanol-Wassergemisch (200:100:75, v/v/v) 

abgetrennt (WUTHIER 1966). 

Die eluierten Lipide wurden erneut in Gegenwart von Stickstoff 

vakuumgetrocknet, gravimetrisch bestimmt und das Trockengewicht 

mit dem 10-fachen Volumen an Benzol aufgenommen. Aliquote Teile 

wurden punktförmig bzw. strichförmig auf die DC-Platten aufge-
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tragen. Die Lipide wurden eindimensional auf aktivierten Dünn­

schichtplatten (Kieselgel G) im System Chloroform-Methanol­

Wasser (75:24:1, v/v/v) bzw. im Trennmittelgemisch Chloroform­

Methanol-Essigsäureäthylester-3% Ammoniak (50:25:25:1, v/v/v/v) 

getrennt. 

Die Identifizierung der markierten Phospholipide geschah unter 

Verwendung bekannter Rf-Werte (LANGENBACH und KNOCHE 1971) nach 

Lagebestimmung der Einzelflecke durch Autoradiographie (Exposi­

tionsdauer 72 Stunden, Kodak, royal blue-Röntgenfilm), direkt 

auf der DC-Platte (Dünnschichtscanner, Fa. Berthold) oder nach 

Abschaben der entsprechenden radioaktiven Flecken und Bestimmung 

der Radioaktivität im Flüssigkeitsszintillationsspektrometer 

(Tri-Carb, Fa. Packard) mit der oben angegebenen Szintillator­

lösung. 

Für die Phospholipide wurden folgende Abkürzungen verwendet: 

Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylglycerin (PG), Phosphatidyl­

inosi t (PI), Phosphatidäthanolamin (PE), Phosphatidylserin (PS), 

Diphosphatidylglycerin (DPG), Phosphatidylsäure (PA). 

Die im Text verwendeten Abkürzungen für die Glykolipide Mono­

galaktosyldiglycerid, Digalaktosyldiglycerid und Sulfolipid 

sind MG, DG und SL. Als Sprühreagenz wurde Phosphormolybdän-

säure (Fa. Merck) verwendet. Die Expositonsdauer für 14 c-markierte 

Galaktolipide betrug eine Woche. 
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III. Änderungen der ultrastrukturellen Membrankonfiguration 

während der Chloroplastengenese 

Die ultrastrukturelle Anordnung des inneren Membransystems der 

Etioplasten von Angiospermen in Form der parakristallinen Pro­

lamellarkörper, deren Umwandlung in Primärthylakoide und die 

Neubildung der Granathylakoide in den photosynthetisch aktiven 

Chloroplasten sind Gegenstand zahlreicher elektronenmikrosko­

pischer Untersuchungen gewesen. Im Endeffekt führten sie zu 

einer genauen Kenntnis der räumlichen Membrananordnung des Pro­

lamellarkörpers in Etioplasten (MENKE 1963, WEHRMEYER 1965 a-c, 

GUNNING und JAGOE 1967, IKEDA 1968, WEIER und BROWN 1970) und 

der Stroma- und Granathylakoide in Chloroplasten (WEIER und 

TOMSON 1962, WEHRMEYER 1963, 1964). 

Der Vorgang der Photokonversion dreidimensional orientierter 

Membranen des Prolamellarkörpers der Etioplasten in flächig 

angeordnete Thylakoide besteht aus mehreren Einzelprozessen, 

die durch verschiedene Lichtintensitäten (ERIKSSON et al. 1961) 

und unters~hiedl iche We llenlängew ·{v;IB,&t:t{_~(;;.{ al. . 196 3, KLEIN 

et al. 1964) induziert werden. Die Aktionsspektren für die ein­

zelnen Membranbildungsprozesse implizieren die Beteiligung der 

Photoakzeptoren Protochlorophyll(id), Phytochrom und eines im 

Blaubereich absorbierenden Photoakzeptors (HENNINGSEN 1967). 

An der lichtabhängigen Metamorphose des Kristallgitters der 

Prolamellarkörper in Stroma- und Granathylakoide sind Vorgänge 

wie Membranfluß, Membrantransformation und Membranneubildung 

hintereinandergeschaltet: 

- Die Veränderung der Membrananordnung des Prolamellarkörpers 

unter Verlust der parakristallinen Struktur (ERIKSSON et al. 

1961, HENNINGSEN und BOYNTON 1970) kann als Membranfluß auf­

gefaßt werden. 

- Die Umformung präformierter Membranoberflächen in perforierte 

Thylakoide (GUNNING und JAGOE 1967) ist eine Membrantrans­

formation. (Rest-)Prolamellarkörper und perforierte Thylakoide 

bilden ein kontinuierliches Membransystem (SCHNEPF 1964). Die 

Interstitialräume des (Rest-)Prolamellarkörpers und der per-
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forierten (Primär-)Thylakoide sind identisch. Die perforierten 

Thylakoide werden in geschlossene Thylakoide umgewandelt. 

Beide Prozesse sind Folge niederenergetischer Lichtreaktionen 

(EILAM und KLEIN 1962, SIRONVAL et al. 1968, 1969). 

Der Vorgang der Primärthylakoidbildung aus Prolamellarkörpern 

ist zeitlich etwa mit dem Ende der lag-Phase der Chlorophyll­

synthese abgeschlossen. Daß er mehr als Membranumbildung und 

nicht als mit Synthesen verbundene Membranneubildung aufzufassen 

ist, zeigt die inverse Korrelation von Membranoberflächen des 

Prolamellarkörpers und der Primärthylakoide. Die lichtinduzierte 

Abnahme an Membransubstanz der Prolamellarkörper resultiert in 

einer entsprechenden Zunahme von Primärthylakoiden. Dieser Pro­

zeß ist in Dunkelheit reversibel (HENNINGSEN und BOYNTON 1969). 

Auch die weitgehend identische Zusammensetzung von Membranpro­

teinen und -lipiden aus Plastiden dieser Entwicklungsstadien 

(REMY 1973, PHUNG NHU HUNG et al. 1972, BOARDMAN et al. 1972) 

bestätigt diese Auffassung: Membranen des Prolamellarkörpers 

sind Reservoir und Bausteine der Primärthylakoide. 

- Die Neubildung einzelner Granathylakoide und ihre Überschie­

bung in Grana ist abhängig von hohen Lichtintensitäten 

(ERIKSSON et al. 1961). Die Ausprägung der Grana verläuft 

korreliert mit der Zunahme grüner Pigmente während der log­

Phase der Chlorophyllsynthese. 

Die de novo-Bildung der Granathylakoide ist mit weiteren Netto­

synthesen von plastidenspezifischen Chinonen, Carotinoiden, 

Phospho- und Galaktolipiden (LICHTENTHALER und BECKER 1972, 

LÜRSSEN 1970, BOARDMAN et al. 1972, TEVINI 1972) und Membran­

proteinen verbunden (PHUNG NHU HUNG et al. 1972). 

Um diesen strukturellen Veränderungen der sequentiell auftreten­

den Membranbildungsprozesse während der Chloroplastengenese ana­

loge funktionelle Veränderungen zuzuordnen, wurden im wesentlichen 

ultrastrukturelle Membranveränderungen mit in vivo-Absorptions­

messungen korreliert. 

Die Umwandlung der kristallinen Membranfiguration des Prolamellar-
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körpers (tube transformation) ist mit der Photokonversion von 

Protochlorophyll(id) zu Chlorophyllid a verbunden (ERIKSSON 

et al. 1961, VIRGIN et al. 1963, KAHN 1968, HENNINGSEN und 

BOYNTON 1970). Die Photokonversion von Protochlorophyll(id,P) 

verläuft in Angiospermen mit einer Verschiebung der Absorptions-

maxima in vivo. P kommt in drei verschiedenen Absorptionsformen 

vor: in zwei pho;tochemisch aktiven Formen, die bei 637 und 650 nm 

absorbieren (P63,7, P650 ) .und. in einer inaktiven Form (P628 ). Bei 

Belichtung werden P650 und P637 in Chlorophyllid a, das bei 

678 nm absorbiert (C 678 ), dann in c682 und in c672 photokonver­

tiert (SHIBATA 1957, BOARDMAN et al. 1972). 

p628 

p6371______ 
P65oJ , 

Das Vorkommen von Protochlorophyll(id) ist bei Angiospermen 

mit der parakristallinen Membrankonfiguration in den Etioplasten 

assoziiert, wie die Rekristallisation des Prolamellarkörpers und 

Resynthese .von Protochlorophyll(id) in Dunkelheit zeigt (HENNING-
, '.•.' ', ~-c~} ':·1··<.' :;~·~·~·.·„ "·'!:-"-.,.„; 

SEN und·BOYNTON.1970}~ Andererseits scheint die parakristalline 

Membrankonfiguration nicht unbedingt Voraussetzung bei der Pro­

tochlorophyll (id) reduktion zu sein: 

- Protochlorophyll kommt in photosynthetisierenden Bakterien 

vor (Rhodopseudomonas capsulata). Die Mutante Rps. A la pho 

bildet unter semianaeroben Bedingungen Protochlorophyll ohne 

Anhäufung von Membranen mit Prolamellarkörper-ähnlichem Aus­

sehen (DREWS et al. 1971). 

- Dunkelkulturen von Euglena gracilis enthalten geschlossene, 

lange Thylakoide und nichtkristalline Prolamellarkörper mit 

einer Protochlorophyll(id)-Absorption bei 635 nm (P635 ). Bei 

Belichtung wird P635 in Chlorophyll(id) mit einer maximalen 

Absorption bei 672 nm direkt photokonvertiert (P 635 ~ c672 ), 

ohne daß der bei Angiospermen vorkommende SHIBATA-shift, d.h. 

eine intermediäre Absorptionsform von c682 , auftritt (BUTLER 

'und BRIGGS 1965). 

- Nicht an Membranen gebundenes, isoliertes Protochlorophyllid­

Holochrom (P 639 ) ist in Chlorophyllid-Holochrom (c678 ) photo-
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transformierbar (SCHOPFER und SIEGELMAN 1968, AKOYUNOGLOU 

et al. 1972). 

Es existieren Hinweise, daß das aktive P635 und P650 in räum­

lich getrennten und in verschiedenen Membrananordnungen vor­

liegt. In einer kinetischen Untersuchung über die Entwicklung 

von Prolamellarkörpern fanden KLEIN und SCHIFF (1972) an Phaseo­

lus vulgaris einen Zusammenhang im Vorkommen von P650 , kristal­

liner Membrankonfiguration und SHIBATA-shift. In alten Blättern 

von Phaseolus vulgaris, die Prolamellarkörper mit typischer 

parakristalliner Gitterstruktur enthalten, ist überwiegend 

P650 verbreitet, das via SHIBATA-shift über c683 in c672 photo­

transformiert wird. In jungen Blättern, die noch keine Prolamellar­

körper, sondern nur deren Vorstunfen als perforierte, flächig 

angeordnete Membranen enthalten, dominiert P635 , das direkt -

wie bei Euglena - ohne SHIBATA-shift in c672 transformiert 

wird. 

Als Fazit dieser Untersuchungen wäre denkbar, daß der Prolamel­

larkörper in Angiospermen das phototransformierbare P635 und 

P650 räumlich getrennt enthält. Das P650 sollte dann an die 

parakristallinen Membranen gebunden sein, während P635 in und 

an den langen, von der Prolamellarkörperperipherie ausgehenden 

Membranen lokalisiert sein sollte. 

Durch Veränderung der Belichtungsbedingungen (Lichtblitzserien, 

AKOYUNOGLOU et al. 1966, SIRONVAL et al. 1968; Anzucht bei 

Dunkelrotlicht, de GREEF et al. 1972) wurde versucht, den kom­

plexen Vorgang der Steuerung der Chloroplastengenese zeitlich 

so zu verzögern, daß eine Korrelation von Veränderungen der 

Ultrastruktur - besonders die relativ schnelle Umwandlung des 

Prolamellarkörpers - mit Einzelschritten der beginnenden Photo­

syntheseaktivität erleichtert wurde. 

So scheint einerseits die Ausbildung der Primärthylakoide mit 

dem Beginn der PS !-Aktivität verbunden zu sein (ARGYROUDI­

AKOYUNOGLOU et al. 1972, PHUNG NHU HUNG et al. 1970 a), während 

die Aktivität des PS II und ihrer gelelektrophoretisch nachweis­

baren, zum PS II gehörenden Pigment-Proteinkomplexe, mit der 

Bildung der Granathylakoide korreliert ist. 
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Dieser Aspekt einer dimorphen Verteilung von PS I in den Primär­

thylakoiden, d.h. den späteren Stromathylakoiden, und dem PS I 

und PS II in den Granathylakoiden während der Chloroplasten­

ontogenese entspricht den Vorstellungen von PARK und Mitarbei­

tern. Danach sind in ausdifferenzierten Chloroplasten nach Frak­

tionierung mit der French-Presse und nachfolgender differenti­

eller Zentrifugation von Grana- und Stromathylakoiden PS I-

hal tige Partikel und -aktivitäten in den Stromathylakoiden loka­

lisiert. PS I und PS II sind in den Granathylakoiden und den 

Kontaktzonen von Granathylakoiden mit Stromathylakoiden vorhanden 

(SANE et al. 1970, GOODCHILD und PARK 1971, SANE und PARK 1972). 

Analoge Verhältnisse liegen ebenfalls in den Chloroplasten der 

Leitbündelscheide von Pflanzen des c4-dicarboxylsäure-Weges vor 

(KORTSCHAK et al. 1965, SLACK et al. 1969), deren Chloroplasten 

keine Granathylakoide (LAETSCH 1971) und angeblich keine PS II­

Aktivitäten besitzen (WOO et al. 1970, vgl. SMILLIE et al. 1972). 

Photoheterotrophe Chlamydobotrys stellata bedarf nur des PS I, 

um ATP zur Photoassimilation von Acetat durch die cyclische 

Photophosphorylierung zu bilden: ihre Plastiden beinhalten im 

wesentlichen Stromathylakoide. Photoautotroph ernährte Flagel­

laten dieser Art benötigen das PS I und PS II zur photosynthe­

tischen co 2-Fixierung. In diesem Fall kommt es zur zusätzlichen 

Ausbildung von Grana (WIESSNER und AMELUNXEN 1969). 

Die Entwicklung der Plastiden von Phaseolus vulgaris bei Anzucht 

der Pflanzen im Dunkelrotlicht (8 Tage) führt zu einer verzöger­

ten Chloroplastenentwicklung: sie sind photosynthetisch aktiv, 

besitzen jedoch keine Grana (de GREEF et al. 1971). Zusätzliche 

Weißlichtgabe induziert die Granabildung (BUTLER et al. 1972). 

Möglicherweise weist die für die Granabildung benötigte konti­

nuierlich eingestrahlte hohe Lichtenergie (ERIKSSON et al. 1961) 

darauf hin, daß durch die Photophosphorylierung gebildetes ATP 

für die Ausbildung der Grana (stacking) nötig ist: CCCP (Carbo­

nylcyanid-m-Chlorophenylhydrazon) hemmt die Photophosphorylie­

rung und die Granabildung (BUTLER et al. 1972). Dabei werden 

fibrilläre Strukturen gebildet, die offensichtlich mit der Grana­

bildung in Zusammenhang stehen. Ähnliche fibrilläre Stromakom­

ponenten kommen auch unter natürlichen Entwicklungsbedingungen 
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Tab. I 

Synthese und Syntheseprodukte von Stroma- und Thylakoidkomponenten während der Ergrünung 

etiolierter Primärblätter der Gerste l) 

Belichtungsdauer (Stunden) 

0 2 4 

Chlorophyll 1 o.o 3.9 8.5 

14 c-Intermediärprodukte 2) 
1 o.2 o.9 4.9 

Stromaproteine 3 ) 1 442 

Membranproteine 3,4) 
1 81 

Fraktion !-Protein 5) 
1 

126 

Phosphoribulokinase 

Phosphoribose-Isomerase 1 4o5oo 

RuDP-Carboxylase 6 ) 

1 )7 Tage etioliert, Belichtung Dauer-Weißlicht, 5 kLux 
2)10 1 Photosynthese in 14 co 2 
3)2 Stunden Photosynthese in 14 co 2 
4 )SDS-Harnstoff-Extraktion, pH 4.2 
5)Trennung nach Kannangara (1969) 
6 )Testansatz nach Steer et al. (1966) 
3-6) Imp/mg Protein 

6 8 

14.9 1 7. 0 

1o.o 15. 8 

1370 

320 

536 

53509 

1 0 1 2 

2o.2 35.4 % 

23.o 4o.6 % 

6090 

980 

524 

81266 
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in den Plastiden vor und wurden für H. vulgare in Zusammenhang 

mit der Granaausbildung gebracht (SPREY 1968). 

Die folgende Untersuchung befaßt sich mit dem Vorkommen und der 

Verbreitung von zwei Stromabestandteilen der Plastiden von H. 

vulgare, die größenordnungsmäßig verschieden sind und offen­

sichtlich sequentiell an der Bildung von Primärthylakoiden und 

Granathylakoiden beteiligt sind. Ihr Vorkommen wurde mit weiteren 

funktionellen,lichtinduzierten Veränderungen während der Chloro­

plastengenese korreliert. 

Belichtung 7 Tage alter,dunkelgekeimter Primärblätter von H. 

vulgare induziert Synthesen und Aktivitätsänderungen von puffer­

löslichen und membrangebundenen Proteinen sowie von Membran­

lipiden. Summarisch ist ein Teil der lichtinduzierten Synthesen 

in Tabelle I zusammengestellt. So verläuft die Plastidenent­

wicklung unter Lichteinfluß z.B. mit einer Nettosynthese des 

plastidenspezifischen Faction !-Proteins und einer Aktivitäts­

steigerung der damit assoziierten RuDP-carboxylase (Kap. VI). 

Die Aktivitäten der am Umsatz von Ribulose-5-Phosphat in Phos­

phoglycerinsäure beteiligten Enzyme Phosphoribulokinase, Phos­

phoriboisomerase und RuDP-carboxylase ist während einzelner 

Phasen der Chlorophyllsynthese erhöht (Tab. I, Kap. V). 

Die Chlorophyllsynthese und die photosynthetische C0 2-Assimi­

lation treten nach zweistündiger Belichtung nicht oder nur un­

wesentlich in Erscheinung. Zum Ende der lag-Phase der Chloro­

phyllsynthese und mit Beginn der log-Phase (ca. 3-4 Stunden 

nach Belichtungsbeginn) liegen signifikante Chlorophyllmengen 

vor. Das Muster chromatographisch getrennter Intermediärprodukte 

des reduktiven Pentosephosphatweges ist komplett ausgebildet 

(Tab. IV). Plastiden dieses Entwicklungsstadiums enthalten wenige 

Reste des Prolamellarkörpers und überwiegend perforierte oder 

bereits geschlossene Stromathylakoide (Abb. 6-8). 

Im weiteren Verlauf der log-Phase der Chlorophyllsynthese (6-12 

Stunden nach Belichtungsbeginn) werden intensiv - etwa zeit­

gleich mit dem Erscheinen erster Granathylakoide und der Bildung 

von Grana(stapeln) - Chlorophylle, Membranlipide und Membran-
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H. vutgare, etioliert 
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Abb. 2: Dünnschichtchrornatographische Trennung von Chlorophyllid a 
(1), Protochlorophyllid (2), Chlorophyll b (3), Chloro­
phyll a (4) und Protochlorophyll (5) aus H. vulgare­
Blättern nach verschiedenen Belichtungszeiten. Die dunkle 
Bande zwischen Chlorophyll b und Protochlorophyllid ist 
Lutein.· Die de-Trennungen wurden densitornetrisch ausge­
wertet (unten) 
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proteine synthetisiert (Kap. IV, VII). Die Gesamtmenge extra­

hierbarer, 14 c-markierter Photosyntheseprodukte ist in der log­

Phase der Chlorophyllsynthese wesentlich erhöht (Tab. I). 

Dünnschichtchromatographische Trennung von Chlorophyllvorstufen 

und Chlorophyllen nach verschiedenen Belichtungszeiten zeigt 

qualitative und quantitative Unterschiede im Pigmentspektrum. 

Etioplasten enthalten eine intensiv fluoreszierende Zone von 

Protochlorophyllid und eine schwach ausgeprägte Protochlorophyll­

bande mit geringer Fluoreszenz (Abb. 2). Nach 5 Minuten Dauer­

belichtung ist das gesamte Protochlorophyllid photokonvertiert, 

während das Protochlorophyll noch vorhanden ist. Die Pigmente 

etiolierter bzw. belichteter Blätter zeigen in diesem Zeitraum 

nach Ätherextraktion eine Verschiebung der Absorptionsmaxima 

von 626 nm nach 663 nm. 

Nach 30 Minuten Belichtung ist das phytilierte Protochlorophyll 

dc-chromatographisch nicht mehr nachweisbar: möglicherweise als 

Folge von photooxydativer Zerstörung oder, in bezug auf das 

Protochlorophyllid, infolge einer langsameren Photokonversion 

(Abb. 2). Chlorophyll a ist nach diesem Belichtungszeitraum in­

folge seiner Fluoreszenz nachweisbar, Chlorophyll b konnte erst 

nach vierstündiger Belichtung dünnschichtchromatographisch nach­

gewiesen werden. Beide Pigmente nehmen danach mit zunehmender 

Belichtungsdauer rasch zu (Tab. I). 

Die qualitative und quantitative Änderung der Zusammensetzung 

grüner Pigmente und Pigmentvorstufen wurde mit den Veränderungen 

der Membrananordnung in den Plastiden korreliert. 

Glutaraldehyd-Osmium fixierte Blattstückchen aus 7 Tage alten 

Dunkelkulturen von H. vulgare besitzen Etioplasten mit Pro­

lamellarkörpern in parakristalliner Anordnung ihrer Membranen. 

Die Doppelmembranen bilden die bekannte im Querschnitt hexago­

nale Anordnung. Das Ergebnis der optischen Diffration von elek­

tronenmikroskopischen Mikrographien von Etioplasten mit para­

kristallinen Membranen bestätigt die Vorstellung von der hexa­

gonalen Grundstruktur dieser protochlorophyllidhaltigen Mem­

branen (Abb. 3). 
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Abb. 3: Etioplast aus H. vulgare mit parakristalliner Membran­
anordnung (Prolamellarkörper). Die optische Diffraktion 
(unterer Ausschnitt) der P~ol~mellarkörper (oberer Ein­
satz) zeigt ein hexagonal angeordnetes Grundmuster 
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Eine Belichtungsdauer von 5 Minuten bewirkt die völlige Photo­
konversion des Protochlorophyllids. Alle in diesem Zeitraum 

untersuchten Plastiden haben jedoch noch das parakristalline 

Membranmuster ihrer Prolamellarkörper. Die Protochlorophyllid­

reduktion erfolgt also schneller als die Veränderungen im 

Kristallgitter der Prolamellarkörper (Abb. 4). 

Nach 30 Minuten Belichtungsdauer, wenn weder Protochlorophyllid 

noch Protochlorophyll in den Dünnschichtchromatogrammen fluoro­

metrisch nachweisbar sind, tritt eine Veränderung der Membran­

anordnung der Prolamellarkörper auf. Sie verlieren ihre regel­

mäßige hexagonale Anordnung. An der Peripherie der Prolamellar­

körper treten die ersten perforierten Thylakoide auf. Diese 

stehen in direktem Zusammenhang mit dem Prolamellarkörper. In 

der Übergangszone von Prolamellarkörper und perforierten Mem­

branen ist die Identität von Membranperforationen der Primär­

thylakoide und den Interstitialräumen des Prolamellarkörpers 

erkennbar (Abb. 5, 6). Im Gegensatz zu den aus Prolamellarkörper­

Membranen gebildeten, perforierten Primärthylakoiden können die 

bereits in den Etioplasten vorhandenen langen Thylakoide, die 

von der Peripherie der Prolamellarkörper ausgehen, durch ihre 

in sich geschlossenen Membranen von diesen unterschieden werden. 

Mit längerer Belichtungsdauer (1 ,2 Stunden) werden die unregel­

mäßigen Prolamellarkörperreste substantiell in perforierte Grana­

thylakoide umgewandelt (Abb. 6). In diesen Entwicklungsstadien 

läßt sich nur Chlorophyll a dc-chromatographisch nachweisen. 

Nach vierstündiger Belichtung liegen die Thylakoide überwiegend 

als in sich geschlossene Membranen vor. In seltenen Fällen tre­

ten perforierte Thylakoide auf, die noch mit Resten unregelmäßig 

angeordneter Prolamellarkörper verbunden sind (Abb. 7). Diese 

Plastiden besitzen signifikante Mengen von Chlorophyll a und nur 

Spuren von Chlorophyll b. Granathylakoide in ihrer typischen 

Form sind noch nicht nachweisbar. Erste Oberschiebungen der ge­

schlossenen Primärthylakoide, die auf den Beginn der Granathyla­

koidbildung hinweisen, lassen sich ultrastrukturell allerdings 

häufig nachweisen. Plastiden dieses Differenzierungsstadiums 

können beträchtliche photosynthetische co 2-Assimilation besitzen, 
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Abb. 4-7: Membrananordnung in Plastiden der Primärblätter von 
H. vulgare nach verschiedenen Belichtungszeiten: 
5 Minuten (Abb. 4), 30 Minuten (Abb. 5), 2 Stunden 
(Abb. 6) und 4 Stunden (Abb. 7) 
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ohne jedoch im Besitz von Granathylakoiden zu sein. Trotz 

quantitativer Unterschiede der 14co 2-Einbaurate in die lös­

liche Gesamtfraktion - in bezug auf die Kontrollen - ist das 

qualitative Muster der 14 c-markierten Intermediärprodukte 

bereits komplett ausgebildet (vgl. Kap. V). 

Mit zunehmender Belichtungsdauer (6 Stunden) treten vereinzelte 

Granathylakoide auf, deren Zahl im weiteren Verlauf der log­

Phase der Chlorophyllsynthese (8 und 12 Stunden Belichtungs­

dauer) ständig steigt (Abb. 8, 9). Die Grananeubildung, die 

Rate der Chlorophyllsynthese und der co 2-Assimilation verlaufen 

in diesem Zeitraum in etwa parallel (Abb. 10, Tab. I). 

Diese Resultate stimmen, was die strukturellen Veränderungen 

der Membranen während der Chloroplastengenese betrifft, weit­

gehend mit den Ergebnissen von MÜHLETHALER und FREY-WYSSLING 

(1959), EILAM und KLEIN 1962, ERIKSSON et al. 1961, GUNNING und 

JAGOE 1967, STETLER und LAETSCH 1969, WEYER et al. 1970) überein. 

Unterschiede in der Beurteilung des Erscheinungsbildes der per­

forierten Primärthylakoide und der Anordnung und Verschmelzung 

zu Vesikeln scheinen dabei fixationsbedingt (~~no4 gegenüber 

Glutaraldehyd-Os04) und/oder eine Frage der, von den verschie­

denen Arbeitsgruppen verwendeten unterschiedlich.en Lichtinten-

si t.äten für die Versuchsanstellung zu sein. 

Daß die überwiegend Chlorophyll a-haltigen Plastiden mit Primär­

thylakoiden bereits photosynthetisch co 2 assimilieren können, 

wird durch die Untersuchungen von ARGYROUDI-AKOYUNOGLOU und Mit­

arbeitern 1972, PHUNG NHU HUNG und Mitarbeitern 1970 b und REMY 

1973 bestätigt. Danach ist das PS I in den Primärthylakoiden 

bereits photochemisch aktiv. 

Während der lichtinduzierten Chloroplastengenese aus Etioplasten 

in H. vulgare treten zu unterschiedlichen Entwicklungsstadien 

zwei fibrilläre Stromakomponenten unterschiedlicher Größe nach 

Glutaraldehyd-Osmium-Fixierung in Erscheinung. Der erste Typ 

fibrillärer Bündel zeigt im Längsschnitt eine deutliche Perio­

dizität elektronentransparenter und elektronenstreuender Zonen 

(Abb. 11-13). Die Zahl der elektronenstreuenden Zonen schwankt 

in den Längsschnitten zwischen 6 - 10. Die Dicke der elektronen-
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Abb. 8: Granathylakoidbildung in ergrünenden Plastiden von 
H. vulgare nach 8 Stunden Belichtung. Einige Granathyla­
koide sind 'offen' und scheinen Kontakt mit den fibrillä­
ren Bündeln des Stromas zu haben 
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Abb. 9: Granathylakoidbildung in Plastiden während der 
log-Phase der Chlorophyllsynthese (Belichtungsdauer 
12 Stunden) 
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0 
streuenden Einzelfibrillen beträgt 90 - 110 A. Die elektronen-

transparente Zwischenzone ist 165 ~breit. Die Länge der fi­

brillären Bündel variiert von 0,1 - z
1
um. Größenordnungsmäßig 

sind die Maße der Einzelfibrillen und des Gesamtbündels mit 

dem von GUNNING (1965) beschriebenen Stromazentrum identisch. 

Das in Avena-Etioplasten auftretende Stromazentrum ist als 

kugeliges Bündelaggregat ausgeprägt, in Hordeum-Etioplasten 
dagegen als linear angeordnetes, Bündel verbreitet (GUNNING et 

al. 1968). 

Das Vorkommen dieses Typs von fibrillären Bündeln ist im wesent­

lichen auf Etioplasten und auf die Differenzierungsstadien der 
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Abb. 10: Granathylakoidneubildung in Plastiden der Primär­
blätter von H. vulgare nach unterschiedlicher 
Belichtungsdauer 

Plastiden in der lag-Phase der Chlorophyllsynthese beschränkt 

Tab. II). Während der lichtinduzierten Umformung der Membranen 

des Prolamellarkörpers treten sie bevorzugt an der Peripherie 

der Prolamellarkörper auf. Es ist möglich, daß sie direkt oder 

indirekt am Prozeß der Bildung von perforierten Membranen be­

teiligt sind (Abb. 14). 

Ihr Vorkommen im Plastidenstroma ist ebenfalls noch bei der 

weiteren Umbildung der perforierten Thylakoide in geschlossene 

Primärthylakoide nachweisbar. Die Schichtebenen sind parallel 
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Abb. 11: Fibrilläre Bündel im Plastidenstroma von H. vulgare. 
Der (Rest-)Prolamellarkörper hat seinen kristallinen 
Aufbau verloren. Die Fibrillen befinden sich an der 
(Rest-)Prolamellarkörper-Peripherie auf den meist 
tangential angeschnittenen .perforierten Primärthyla­
koiden 
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Abb. 12: Längsschnitt durch ein fibrilläres Bündel (Typ I) im 
Stroma einer Plastide von H. vulgare (Belichtungsdauer 
2 Stunden). Die Fibrillen scheinen Kontakt mit dem 
(Rest-)Prolamellarkörper zu haben 
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Abb. 13: Fibrilläre Bündel während der lag-Phase der Chloro­
phyllsynthese an der Peripherie des (Rest-)Prolamellar­
körpers 



- 33 -

zu den Primärthylakoiden ausgerichtet. 

Mit dem Beginn der log-Phase tritt eine weitere fibrilläre 

Stromakomponente in Erscheinung. Sie ist in dieser Form während 

der Bildung der Primärthylakoide nicht nachweisbar. Ihre Existenz 

fällt mit dem Auftreten erster Vorstufen von Granathylakoiden 

und von Granastapeln zu Anfang und während der log-Phase der 

Chlorophyllsynthese zusammen. 

Im Gegensatz zum Aufbau der Einzelfibrillen des oben beschrie­

benen Typs (I) sind die Fibrillen dieses Typs (II) aus mit Oso 4-

kontrastierbaren, zentralen, offenen Röhren aufgebaut (Abb. 

15, 17). Ein Bündel setzt sich aus einer variablen Zahl von 

Einzelsträngen (20 - 60) zusammen. Im Querschnitt besteht ein 

Einzelstrang aus einem elektronendichten, röhrenförmigen Zentral­

stück (~ 110 ~), das ein elektronentransparentes Lumen(~ 30 ~) 
umgibt und von einer durch Os04 nicht kontrastierbaren peri­

pheren Hülle umgeben ist (Wandstärke 35 ~). Die Einzelstränge 

sind im Bündel in hexagonal dichtester Packung gelagert und 

haben im Querschnitt kristallinen Bau (Abb. 15). Die optische 

Diffraktion von elektronenmikroskopischen Mikrographien der 

quergeschnittenen Bündel bestätigt den Aufbau aus Einzelfibril­

len mit hexagonal dichtester Lagerung (Abb. 15). Die Länge der 

fibrillären Bündel ist variabel. Es wurden Längen von 0,5f m 

bis zu einigen /m gefunden. 

In einer früher veröffentlichten Arbeit hatten wir auf die mög­

liche Beteiligung dieses Typs an der de novo-Bildung der Grana 

hingewiesen (SPREY 1968). Für diese Annahme sprechen: 

- der direkte Kontakt der elektronendichten Zentralstücke der 

Einzelfibrillen mit den offenen, kurzen Granathylakoiden zu 

Beginn und während der lag-Phase der Chlorophyllsynthese 

(Abb. 8, 16). In diesem Zusammenhang sollte darauf hingewiesen 

werden, daß Plastiden dieser Entwicklungsstadien nur nach 

Glutaraldehyd-Os04-Fixierung an den Peripherien ihrer Thyla­

koide häufig offen sind (Abb. 8). Das bedeutet, daß ein Kon­

takt der beiden offenen Systeme möglich ist; 

- ihr Auftreten während der log-Phase der Chlorophyllsynthese 

(Tab. II). 
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Abb. 14: Fibrilläre Bündel (Typ I) im Plastidenstroma von H. 
vulgare während der lag-Phase der Chlorophyllsynthese 
(Belichtungsdauer: 1 Stunde). Der (Rest-)Prolamellar­
körper hat seinen kristallinen Aufbau verloren. Die 
Schichtebenen der Fibrillen verlaufen parallel zu den 
Primärthylakoiden 
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Abb. 15: Aufbau, Größe, Anordnung und Modell der fibrillären 
Stromakomponente (TypII). Die optische Transformation 
der elektronenmikroskopischen Aufnahme des Bündelquer­
schnitts (oben) verdeutlicht die hexagonale Anordnung 
der röhrenförmigen Zentralstücke. In den Densitogrammen 
durch die Schichtebenen ist der regelmäßige Aufbau der 
Einzelfibrillen (kontrastarme Peripherie; röhrenförmiges, 
elektronenstreuendes Mittelstück, transparentes Lumen) 
zu erkennen 
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Abb. 16, 17: Fibrilläre Bündel (Typ II) im Plastidenstroma 
(log-Phase der Chlorophyllsynthese) im Längsschnitt 
(links) und Querschnitt (rechts). Die Fibrillen 
haben Kontakt mit den Thylakoiden während der 
Granathylakoidbildung. Der röhrenförmige Aufbau 
der Einzelfibrillen ist im Querschnitt erkennbar 
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Tab. II 

Membranbildungsprozesse und Vorkommen fibrillärer Strukturen im System Etioplast -----7 Chloroplast 

Prolamellarkörpertransformation Fibrillen 0 

Belichtungsdauer Chl. 14 c-Ass. "tub e "vesicle Stroma- Granabildung 11 o R 180 R (Std.) transformation" dispersal" thylakoide 

0 0.0 0.2 - - - - - - ( +) - - - + + 

30' 0.0 0.2 + + + - + + + - - - + + + 

1 0. 1 0.3 + + + + + + - - - + + + + 

2 3.9 0.9 + + + - - ( +) + (+) + 

4 8.5 4.9 (+) + + - - + + + 

6 14. 9 10.0 + + + + + + + 

8 17. 0 1 5. 8 + + + + + + + 

10 20.2 23.0 + + + + + + 

1 2 35.5 40.0 + + + + + ( +) 
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Um zu zeigen, ob beide Bündeltypen Stromakomponenten bzw. 

membranassoziierte Bestandteile sind, wurden Plastiden aus 

der lag- und log-Phase der Chlorophyllsynthese isoliert (vgl. 

Kap. VIII), mit 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.2) dreimal ge­

waschen und das Membranpellet auf Amoniumacetat gespreitet und 

unter einem Winkel von 6° Pt-C-kegelbedampft (Abb. 18, 19). 

Es zeigte sich, daß in den Aufsichten eindeutig die lineare 

Anordnung dieser röhrenförmigen Strukturen nachweisbar war. 

Beide in den Ultradünnschnitten nachgewiesenen Bündeltypen 

ließen sich auch nach dieser Methode größenordnungsmäßig 

unterscheiden (Abb. 18, 19). Es liegt nahe - aufgrund der 

Präparationsmethode - anzunehmen, daß die Fibrillen mit den 

Thylakoiden zumindest oberflächlich assoziiert sein müssen. 

Andererseits wäre auch denkbar, daß sie integrierte Bestand­

teile der Thylakoidmembran selbst sind. 

Unter den Bedingungen der Kegelbedampfung unter flachen Winkeln 

(6°) kann die aufgedampfte, elektronenstreuende Pt-C-Schicht 

nur auf den Kuppen der parallel verlaufenden Stränge abgelagert 

werden. Der Mittelpunktsabstand zweier benachbarter Fibrillen 

beträgt 320 ~. Der um den Faktor 2 gegenüber den Verhältnissen 

in Ultradünnschnitten vergrößerte Mittelpunktsabstand kann durch 

die Präparationsbedingungen beim Spreiten sowie beim Antrocknen 

der Membranen auf Formvar-Trägerfolien artefiziell bedingt sein. 

Andererseits wäre denkbar, daß diese Mittelpunktsabstände den 

Verhältnissen in vivo entsprechen. In diesem Fall müßte ein 

Mischtyp von verschmolzenen, abgeflachten Tubuli und von Mem­

branen vorliegen, wie er von WELLBURN und WELLBURN (1972) für 

Avena beschrieben worden ist. 

Diese Ergebnisse zeigen, daß während der Thylakoidgenese zwei 

fibrilläre Strukturkomponenten des Stromas von unterschiedlicher 

Größe an der Entwicklung der Thylakoide beteiligt sind. Wahr-
o 

scheinlich wird der kleinere Fibrillentyp (~ 90 - 110 A) in die 

Stromathylakoide eingebaut, während die größeren Fibrillen 
0 

(~ 180 A) in die Granathylakoide integriert werden. 

Eine ausführliche Diskussion der Ergebnisse unter besonderer 

Berücksichtigung der von WELLBURN und WELLBURN (1972) gefundenen 
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Abb. 18: Thylakoidmembranen aus isolierten Plastiden während der 
lag-Phase der Chlorophyllsynthese. Die Membranen wurden 
unter 6° Pt-kegelbedampft. Die Breite beider Tubuli­
typen wurde densitometrisch ermittelt (unten) 
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Abb. 19: Thylakoidmembranen aus isolierten Plastiden in der 
log-Phase der Chlorophyllsynthese. Präparation vgl. 
Abb. 18 
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Resultate und anderer Strukturanaloga (de GREEF et al. 1971) 

soll an anderer Stelle erfolgen. 

In diesem Zusammenhang sollte aber darauf hingewiesen werden, 

daß beide Fibrillentypen in den Plastiden von H. vulgare unter 

natürlichen Entwicklungsbedingungen auftreten. Eine künstliche 

Induktion fibrillärer Plastideneinschlüsse, die wiederholt be­

schrieben wurde (vgl. SPREY 1968) oder die durch Welken oder 

durch Saccharose-Applikation induziert werden kann (GUNNING et 

al. 1968, WRISCHER 1972) ist hier auszuschließen. 

Darüber hinaus wird an anderer Stelle auf die durch Gefrier­

ätzung erhaltenen Strukturmerkmale der Membranen von Etioplasten 

und Chloroplasten eingegangen (Abb. 20, 21). Die Ergebnisse 

dieser Untersuchung werden mit dem subunit-Modell der Thylakoide 

(PARK und PON 1961), dem Lipidmatrix-Modell (MÜHLETHALER et al. 

1965, BRANTON und PARK 1967, ARNTZEN et al. 1969, MILLER und 

STAEHELIN 1973) und dem Kreutz-Menke Modell (MENKE und KREUTZ 

1962, vgl . .KREUTZ 1972) von ausdifferenzierten Chloroplasten 

verglichen (SPREY, in Vorbereitung). 



- 42 -

Abb. 20, 21: Gefrierätzabdrücke von Mernbranoberflächen aus Etio­
plasten (oben) und Chloroplasten (unten) von H. 
vulgare. Die Plastiden wurden bei -196°C fixiert 
und nach der Methode von MOOR und Mitarbeitern 
(1961) präpariert 
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IV. Membranproteine und Chloroplastenentwicklung 

Die Frage, ob und inwieweit die Photokonversion des inneren 

Membransystems der Etioplasten während der Chloroplastenent­

wicklung mit einer qualitativen oder quantitativen Veränderung 

der Membranproteine korreliert ist, bleibt z.z. aufgrund der 

aus der Literatur bekannten Ergebnisse noch offen. Es scheint 

plausibel, daß die lichtinduzierte Bildung von Primärthylakoi­

den in der lag-Phase der Chlorophyllsynthese keine Neusynthese, 

sondern eine Umorientierung der kristallin angeordneten Membran­

systeme der Prolamellarkörper.ist. Die von GUNNING und JAGOE 

(1967) berechneten, weitgehend identischen Membranoberflächen 

der Prolamellarkörper und Primärthylakoide, sowie die von REMY 

(1973) durchgeführten Untersuchungen des Proteinmusters der 

Thylakoidmembranen aus den entsprechenden Differenzierungs­

stadien stützen diese Annahme. 

Im weiteren Verlauf der log-Phase der Chlorophyllsynthese, die 

ultrastrukturell durch die Bildung von Granathylakoiden gekenn­

zeichnet ist, soll im Falle von Chlamydomonas (OHAD et al. 1971, 

HOOBER et al. 1969, HOOBER 1972) eine de novo-Synthese, im Falle 

von Triticum nur eine quantitative Veränderung einzelner Mem­

branproteine stattfinden (REMY 1973, REMY et al. 1972, PHUNG 

NHU HUNG et al. 1971). Alternativ zu diesen Ergebnissen wäre 

denkbar, daß qualitative und quantitative Unterschiede im Spek­

trum der Membranproteine aus Etioplasten und Chloroplasten vor­

handen sind. So findet LÜRSSEN (1971) in einer vergleichenden 

gelelektrophoretischen Untersuchung der Membranproteine von 

Etioplasten, ergrünenden Plastiden und Chloroplasten von Zea 

mays Unterschiede in der Bandenanzahl der einzelnen Differen­

zierungsstadien, wobei zwei dieser Proteine auf Grund kreuz­

reagierender Antigene mit Stromaproteinen identisch sind. 

Die widersprüchlichen Ergebnisse von der Präexistenz der Membran­

proteine in Etioplasten und/oder die de novo-Synthese von Mem­

branproteinen während der Chloroplastengenese dürfte sich vor­

wiegend durch Verwendung unterschiedlicher Extraktionspuffer, 

verschiedener Gelsysteme und erst sekundär durch artspezifische 

Unterschiede erklären lassen. So finden BRAUNITZER und BAUER-STÄB 
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(1969) in einer phylogenetischen Studie der Thylakoidproteine 

aus Grünalgen (Chlorella) und höheren Pflanzen (Spinacia, 

Anthirrhinum, Lactuca und Hemerocallis) keine Unterschiede im 

Bandenmuster der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine. 

Sie postulieren unter diesem chemotaxonomischen Aspekt eine 

einheitliche Verteilung der Proteinkomponenten in den Thylakoiden 

höherer Pflanzen, die sich jedoch von dem Proteinmuster der 

Lamellarproteine aus Prokaryonten (Oscillatoria und Rhodopseu­

domonas) unterscheiden. 

Gebräuchliche Extraktionsmethoden und Gelsysteme zur Charakte­

risierung wasserunlöslicher Membranproteine von Thylakoiden 

verwenden den Zusatz des anionischen Detergenz Natriumdodecyl­

sulfat (SDS) bzw. Na-Benzol-Dodecylsulfonat (SDBS), das von 

SMITH und PICKELS (1941) zur Lösung unlöslicher Chloroplasten­

bestandteile erstmals gebraucht wurde. Lipidfreies, SDS-gelöstes 

Thylakoidprotein hat Sedimentationskoeffizienten von 2 - 5,5 S 

(BIGGINS und PARK 1965). SDS- oder SDBS-gelöstes Membranprotein 

ergibt in neutralen Gelsystemen 10 - 17 Proteinbanden (REMY 

1973, MENKE und SCHÖLZEL 1971, MACHOLD 1971, LÜRSSEN 1971, 

HERMANN 1972, LAGOUTTE und DURANTON 1971), deren relative elek­

trophoretische Beweglichkeit in SDS-haltigen Polyacrylamidgelen 

umgekehrt proportional dem Logarithmus des Molekulargewichtes 

ist (SHAPIRO et al. 1967). 

MENKE und SCHÖLZEL (1971) bestimmten aufgrund dieses Verhält­

nisses die Molekulargewichte von 16 Thylakoidproteinen durch 

Referenz mit Standardeichproteinen zwischen 7,5 - 11 x 103 

Daltons. 

In SDS-haltigen Gelsystemen lassen sich 4 - 5 chlorophyllhaltige 

Banden nachweisen (BAILEY et al. 1966), von denen zwei als Chlo­

rophyll-Protein-Komplex Bestandteil des PS I und PS II sind 

(THORNBER et al. 1967), während der Rest als freies Pigment vor­

liegt. Die Chlorophyll-Protein-Komplexe fehlen im Spektrum der 

Membranproteine aus Etioplasten (LÜRSSEN 1971), in chlorotischen 

Plastiden nach Eisenmangel bzw. durch Inhibierung der Protein­

synthesen in Plastiden nach Behandlung mit Chloramphenicol, 

Streptomycin und Oxytetracylin (MACHOLD 1971). 
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Ein weiteres, häufig verwendetes Lösungsmittel von Membran­

proteinen sind Phenol-Ameisensäure-H20-haltige Solventien, 

die Membranproteine aus Chloroplasten (BRAUNITZER und BAUER 

1967), aus Mitochondrien (SEBALD et al. 1968) und aus Erythro­

cyten (DEMUS und MEHL 1970) lösen. In Phenol-Ameisensäure-H20-

haltigen Flachgelen aus Polyacrylamid tritt bei der Trennung 

von Membranproteinen aus Chloroplasten eine schnell wandernde, 

blaugrüne Bande und eine gelbliche Bande mit geringer elektro­

phoretischer Mobilität auf: beide reagieren nicht mit Amido­

schwarz. Zwischen diesen Pigmentbanden befinden sich im Falle 

der Eucaryonten drei von BRAUNITZER und BAUER-STÄB (1969) als 

ct. , f3 und 0 -Banden bezeichnete Proteine. Für Prokaryonten 

(Oscillatoria, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas) scheint das 

Muster der gelelektrophoretisch getrennten Proteine weniger 

einheitlich zu sein (BRAUNITZER und BAUER-STÄB 1969, BIEDERMANN 

und DREWS 1968). Bei dem niedrigen pH-Wert des 'Phenolsystems' 

wird angenommen, daß Ladungsunterschiede ausgeglichen werden 

und daß die Trennung in Polyacrylamidgelen eher auf Molekular­

siebeffekten als auf unterschiedlichen Ladungsverhältnissen be­

ruht (vgl. DEMUS und MEHL 1970, THORUN 1971). BIEDERMANN und 

DREWS schätzen das Molekulargewicht der mit Phenol extrahierten 

Membranproteine von Rhodospirillum auf 1 - 3 x 10 5 Daltons. 

Im folgenden wird die gelelektrophoretische Trennung von Membran­

proteinen aus Etioplasten, ergrünenden Plastiden und Chloro­

plasten in zwei aufeinanderfolgenden Schritten beschrieben. Zu­

erst wurden die gereinigten Thylakoide mit 8 M Harnstoff gelöst, 

Harnstoff-unlösliche Anteil wurde dann im 'Phenolsystem' solubi­

lisiert. Ziel der Untersuchungen war, quantitative oder qualita­

tive Unterschiede in den Elektropherogrammen getrennter Membran­

proteine aus unterschiedlichen Plastidendifferenzierungsstadien 

nachzuweisen. 

Experimentell wurde dabei so verfahren, daß aus isolierten, 

gereinigten Plastiden (Kap. VIII) unterschiedlichen Differenzie­

rungsgrades durch hypotonischen Schock und wiederholtes Waschen 

(bis 8x) und Zentrifugieren in destilliertem Wasser ein stroma­

freies Membransediment mit proteinfreiem überstand gewonnen 

wurde. Der überstand wurde auf das Vorkommen löslicher Proteine 
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überprüft (LOWRY et al. 1951). Das Sediment wurde in 8 M 

Harnstoff und der unlösliche Rückstand nach Waschen und 

Zentrifugieren in dest. H20 in Phenol-Ameisensäure-H20 gelöst. 

Anstelle der komplizierten Flachdiscelektrophorese in horizon­

taler Ebene verwendeten wir ein einfacheres Verfahren. 

Dazu wurden die Polyacrylamidgele in Trennröhrchen (~ 5 mm) 

wie üblich polymerisiert, nach der Polymerisation aus den 

Trennröhrchen entfernt und 24 Stunden im Phenol-Ameisensäure­

H20-System (2:1 :1, w/v/v) äquilibriert. Die leicht gequollenen 

Gele wurden dann mit Unterdruck in Trennröhrchen aus Glas 

(~ 6 mm) mit Hilfe eines Peleus-Balles gezogen und basal mit 

Dialysiermembran überzogen. Die Elektrodenpufferräume enthiel­

ten 10%ige Ameisensäure. Die Elektrophorese verlief vertikal in 

einer WTW-Trennapparatur (4 mA/Gel, 12 Stunden, 4°C). Die An­

färbung der Proteine erfolgte in 1%igem Amidoschwarz 10 B in 

7,5%iger Essigsäure. Zur Auswertung der Elektropherogramme 

wurde die Absorption im Falle der angefärbten Gele bei 620 nm, 

im Falle der ungefärbten Gele bei 280 nm vermessen (Chromoscan, 

Firma Joyce und Loebl). Die Berechnung der Molekulargewichte im 

'Phenolsystem' geschah nach den bei THORUN (1971) angegebenen 

Bedingungen unter Verwendung von Eichproteinen der Fa. Boehringer 

(Cornbithek,Cytochrom c M.W. 13500; Chymotrypsinogen A M.W. 25000, 

Ovalbumin M.W. 45000, Rinderserumalbumin M.W. 67000, Aldolase 

M.W. 147000, Catalase M.W. 240000, Ferritin M.W. 540000). 

Primärblätter 7 Tage alter, etiolierter Gerste (var. 'Bido) 

wurde oberhalb der Coleoptile bei schwachem Grünlicht abgeschnit­

ten und in 3 Proben im Gewichtsverhältnis 6:4:1 aufgeteilt und 

anschließend belichtet. Neben der Dunkelkontrolle erfolgte eine 

4-Stunden-Belichtung und 12- bzw. 24-Stunden-Belichtung mit 

2 500 Lux (Osram - L - Fluora 40 W/77) bei 21°c. Das kleinge­

schnittene Blattmaterial (1 cm Stücke) wurde mit der doppelten 

Gewichtsmenge an 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7.2), der 0,5 M 

Saccharose und 0.01 M. Mercaptoäthanol enthielt, im Omnimixer 

(Fa. Sorvall) 2 x 15 Sekunden mit 12000 Upm homogenisiert und 

die Plastiden im diskontinuierlichen Saccharosegradienten iso­

liert (vgl. Kap. VIII) und die Membranproteine extrahiert. Alle 

Präparationsschnitte erfolgten bei 4°C. 
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Bei Verwendung des von NEVILLE (1967) angegebenen Gelsystems 

(8 M Harnstoff, pH 5,1), das von BIEHL (1971) zur Trennung 

membranassoziierter Proteine aus Ultraschall-desintegrierten 

Thylakoidfraktionen von Chloroplasten verwendet wurde, ließen 

sich nach Amidoschwarz-Anfärbung 11 - 13 Proteinbanden repro­

duzierbar trennen (Abb. 22). Gemeinsam traten nach elektropho­

retischer Auftrennung der membranassoziierten Proteine im 

7,5%igen Gel in allen untersuchten Entwicklungsstadien die 

Proteinbanden - 3 und 5 - 10 sowie 13 auf. Die in der Dunkel­

kontrolle und in den ergrünenden Etioplasten nach Amidoschwarz­

Färbung nur schwach ausgeprägte Bande 4 ließ sich nicht in der 

Trennung der Membranproteine aus Chloroplasten nachweisen. Ob 

es sich um ein für Etioplasten und für ergrünende Etioplasten­

Thylakoide typisches Protein handelt, ist fraglich. Unklar ist, 

ob es sich im Falle der 12-Stunden-Probe bei den Banden 11 und 

12 um nur zwei getrennte Proteine handelt und ob das Auftreten 

zusätzlicher, schwach ausgeprägter Peaks (Banden 14 und 15) mit 

dem Vorkommen weiterer Proteine während der Chloroplastenent­

wicklung erklärt werden kann. Weiter ließen sich bei der gel­

elektrophoretischen Trennung der Membranproteine aus Chloro­

plasten die Banden 11 und 12 auch optisch sicher nachweisen, 

während dies nach den Trennungen der Etioplasten-Proteine und 

der Proteine aus ergrünenden Etioplasten nicht der Fall war. 

Weiterhin ist auch die deutliche Verstärkung der Bande 10 in 

der für 12 Stunden belichteten Probe zu beachten, die auf eine 

vermehrte Synthese dieses Proteins hinweisen kann. 

Während sich die relativen Konzentrationen der einzelnen Protein­

banden bei den pufferlöslichen, gesamten Proteinen aus Blättern 

mit verschiedenen Differenzierungsstadien der Plastiden nur 

wenig änderten, konnten bei den membranassoziierten Proteinen 

mit fortschreitender Differenzierung von Etioplasten zu Chloro­

plasten zum Teil merkliche Unterschiede in den relativen Konzen­

trationen einzelner Proteinbanden festgestellt werden. Daraus 

kann auf eine Veränderung der quantitativen Zusammensetzung der 

membranassoziierten.Proteine in den verschiedenen Differenzie­

rungsstadien geschlossen werden. Möglicherweise sind auch quali­

tative Veränderungen des Proteinspektrums vorhanden, doch ließen 
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Abb. 22: Elektropherograrnrne rnernbranassoziierter Proteine von 
Thylakoidrnernbranen aus Plastiden unterschiedlicher 
Differenzierung (Gelkonzentration 7,5% Polyacrylarnid 
in 8 M Harnstoff, pH 5,1). Die Abzisse wurde im Maß­
stab 1 :3 gestreckt 
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sich diese mit optischen Nachweismethoden nicht eindeutig 

identifizieren. 

Dieses Ergebnis bestätigt im wesentlichen das von REMY (1973) 

gefundene Resultat. Danach existieren im Muster der Protein­

banden der Elektropherogramme von Polypeptiden aus Etioplasten, 

ergrünenden Plastiden und Chloroplasten keine qualitativen, 

sondern nur quantitative Unterschiede. Mit Beginn der linearen 

Phase der Chlorophyllsynthese setzt eine starke Nettozunahme 

der überwiegend Chlorophyll a-haltigen Proteinbande ein (M.W. 

70 000, REMY 1973; M.W. 50 000 LAGOUTTE und DURANTON 1971), die 

als Bestandteil des Photosystems I (PS I) aufgefaßt wird (PHUNG 

NHU HUNG et al. 1971, REMY 1972). Intermittierende Blitzlicht­

gabe, die den Prolamellarkörper in Primärthylakoide umwandelt, 

ohne eine Granathylakoidbildung zu induzieren (SIRONVAL et al. 

19~8), und die selektiv die Synthese von Chlorophyll a bewirkt, 

ist mit einer Zunahme des, dem PS I zugerechneten, Pigment­

Proteinkomplexes verbunden, der präparativ an Hydroxylapatit­

Säulen oder analytisch in Polyacrylamidgelen getrennt werden 

kann (AGYROUDI und AKOYUNOGLOU et al. 1972, REMY 1973). 

Mit dem weiteren Verlauf der linearen Phase der Chlorophyll­

synthese erfolgt parallel zur Granabildung die Zunahme der über­

wiegend Chlorophyll b-haltigen Proteinbande (M.W. 25 000, 

LAGOUTTE und DURANTON 1971; M.W. 23 500, REMY 1973), die als 

Bestandteil des PS II angesehen wird. Elektronenmikroskopische 

Untersuchungen entsprechender Differenzierungsstadien deuten 

darauf hin, daß Blitzlicht-gepulste, ergrünende Plastiden nur 

Chlorophyll a-reiche Proteinkomplexe des PS I besitzen (ARGYROUDI­

AKOYUNOGLOU et al. 1972), während die Nettozunahme des zum PS II 

gehörenden Chlorophyll-Proteinkomplexes später parallel zur 

Granathylakoidausbildung verläuft (REMY 1973). 

Die Versuche von REMY und Mitarbeitern (1972) zeigen, daß in 

Plastiden mit Primärthylakoiden nur die cyclische Phosphorylie­

rung vorliegt. Das läßt vermuten, daß nur das PS I funktioniert 

und das PS II noch nicht oder in einer möglicherweise inaktiven 

Form vorliegt. Diesen zeitlich aufeinanderfolgenden Aktivitäten 

des PS I und PS II entspricht die räumliche Verteilung der PS I-
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und PS II-haltigen Partikel in den Thylakoiden von Chloro­

plasten (ARNTZEN et al. 1969) nach der Vorstellung von PARK 

und Mitarbeitern (SANE, PARK und GOODCHILD 1970, GOODCHILD und 

PARK 1971). Mit Hilfe der French-Presse fraktionierte PSI­

haltige Partikel sind überwiegend in den Stromathylakoiden, 

PS I- und PS II-haltige Partikel vornehmlich in den Granathyla­

koiden lokalisiert. Untersuchungen von BOARDMAN und HIGHKIN 

(1966), GOODCHILD et al. (1966) und HOMANN und SCHMID (1967) 

an Chlorophyll b-defekten Mutanten zeigen, daß Granathylakoide 

für die PS II-Aktivität notwendig sind. 

Granalose Chloroplasten der Bündelscheiden von c4-Pflanzen sollen 

keine PS II-Einheiten und kein PS II-Fluoreszenz-Signal enthalten 

(WOO et al. 1970). Ergrünende Plastiden von Pisum oder Hordeum, 

die keine oder nur wenige Granathylakoide besitzen (BOARDMAN et 

al. 1971, GYLDENHOLM und WHATLEY 1967) haben nur PS !-Aktivität. 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Membranoberflächen 

aus Etioplasten zeigen nur 60 - 120 ~große Partikel (PHUNG NHU 

HUNG et al.· 1970), die nach ARNTZEN, DILLEY und CRANE (1969) 

mit dem PS I assoziiert sind. In Gefrierätzabdrücken aus Plasti­

den in der Phase der Granathylakoidausbildung treten zusätzlich 

120 - 170 i Partikel auf (PHUNG NHU HUNG et al. 1970), die nach 

Ansicht von CRANE PS II-Aktivität enthalten. Der von uns an er­

grünenden Hordeum-Plastiden durchgeführte Nachweis zweier fibril­

lärer Stromakomponenten (vgl. Kap. I), die mit den Membranbil­

dungsprozessen in Zusammenhang stehen, könnte analog interpre­

tiert werden. 

Die Beispiele der Granaausbildung als Prärequisit der PS II­

Aktivi tät scheinen nur in den Fällen relevant, bei denen in aus­

differenzierten Chloroplasten simultan Grana- und Stromathyla­

koide vorliegen. In Pflanzen mit ausschließlicher Verbreitung 

von Stromathylakoiden (z.B. die Rhodophycee Porphyridium cruentum) 

sind PS I- und PS II-Aktivitäten in den Stromathylakoiden vor­

handen (SMILLIE et al. 1972). Granathylakoidfreie Bündelscheiden­

Chloroplasten von Zea mays zeigen ebenfalls PS II-Aktivität, 

jedoch werden höhere Lichtintensitäten für die maximale Rate 

der PS II-Aktivität benötigt (SMILLIE et al. 1972). 
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Die Unterschiede in der Verteilung und der Aktivität der PS I­

und PS II-haltigen Partikel in den Thylakoiden können dreifach 

interpretiert werden. Nach PARK und Mitarbeitern ist vornehm­

lich das PS I ein Bestandteil der Stromathylakoide, während in 

den Granathylakoiden PS rund PS II-haltige Partikel vorhanden 

sind (GOODCHILD und PARK 1970). 

Nach der von CRANE entwickelten Vorstellung erfolgt nach Digi­

tonin-Behandlung und durch Gefrierätzung eine Auftrennung der 

PS I- und PS II-haltigen Komponenten bzw. der Bruchhälften 

longitudinal, entlang der inneren Oberfläche der binär aufge­

bauten Thylakoidmembran (ARNTZEN et al. 1969). 

GOODENOUGH und STAEHELIN (1971) stellen den Zusammenhang unter­

schiedlicher Partikelgrößen in den Gefrierätzabdrücken der Thy­

lakoide (PS I und PS II -'MARKER', ARNTZEN et al. 1969) zum PS I 

und PS II generell in Frage. Danach ist die unterschiedliche 

Verteilung von Partikelpopulationen in den Thylakoiden eine 

Folge des "stacking" der Granathylakoide und nicht eine Konse­

quenz unterschiedlicher photosynthetischer Parameter. So besitzt 

die ac-5 Mutante von Chlamydomonas PS I- und PS II-Aktivitäten 

unabhängig, ob die Thylakoide in "stacked" oder "unstacked"-Form 
0 

vorliegen. Die Zahl der 160 A-Partikel nimmt in der Mutante mit 

"stacked"-Thylakoiden stark zu. In einer Euglena-Mutante mit 

einem Block in PS II ist ebenfalls kein Unterschied in Vertei­

lung und Größe der Partikel gegenüber dem Wildtyp festzustellen 

(SCHWELITZ et al. 1972). 

Dennoch ist der von GOODENOUGH gezogene Schluß, daß ein Ausfall 

oder ein genetischer Block des Elektronentransportes im PS I 

oder PS II gleichzeitig auch den Ausfall der PS I- und PS II­

hal tigen Partikel bedingen muß, kein Argument gegen die Zuord­

nung von Form und Funktion dieser Partikel. Denn das Fehlen 

einer bestimmten Funktion im PS I und PS II muß nicht unbedingt 

strukturell zu einem Ausfall der betreffenden PS I- bzw. PS II­

haltigen Partikel führen. 

Nach Lösung des Harnstoff-unlöslichen Thylakoidrückstandes im 

Phenolsystem nach BRAUNITZER und BAUER-STÄB (1968) und Trennung 
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der Proteine mit Hilfe der Gelelektrophorese ergeben sich 

für Etioplasten und ergrünende Plastiden (12-stündige Belich­

tung) je 6 Amidoschwarz-positive Banden von gleicher elektro-

+ 

Abb. 23: Elektropherogramm von Membranproteinen aus Etioplasten 
von H. vulgare in 7,5% Polyacrylamid nach Äquilibrie­
rung der Gele in Phenol-Ameisensäure-H20 (2:1 :1, w/v/v) 

phoretischen Beweglichkeit (Abb. 23). Durch den Vergleich mit 

Eichproteinen von definiertem Molekulargewicht (Combithek, 

Fa. Boehringer) wurde das Molekulargewicht der einzelnen Banden 

in den Polyacrylamidgelen bestimmt (Abb. 23, vgl. THORUN 1971). 

Tab. III 

Molekulargewichtsbestimmung von Strukturproteinen aus 

Etioplasten und ergrünenden Plastiden~ durch vergleichende 

Gelelektrophorese 

Fraktion++ 2 3 4 5 6 

Etioplasten 12.700 19.400 27.000 32.000 40.000 168.000 

Chloroplasten 12.500 18.700 26.800 29.600 41.900 178.000 

+ 

++ 
12 Stunden Belichtung, 5 kLux, Weißlicht 

Mittelwerte aus 30 Disk-elektrophoretischen Trennungen im 
Phenol-Ameisensäuren-H 20-System (2:1 :1), M.W. Bestimmung 
mit Referenzproteinen von bekanntem Molekulargewicht 
(Combithek II Eichproteine, Fa. Boehringer) 
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Das Muster gelelektrophoretisch (in zwei verschiedenen Gel­

systemen) getrennter Membranproteine aus Etioplasten und er­

grünenden Plastiden ist qualitativ weitgehend identisch. 

Während der Differenzierung zu Chloroplasten treten allerdings 

quantitative Unterschiede in der Breite der Einzelbanden auf. 

Aufgrund der von REMY und uns gefundenen Ergebnisse, die auf 

eine Präexistenz der Chloroplastenmembranproteine in den Etio­

plastenmembranen hinweisen, bleibt zu überprüfen, inwieweit es 

sich bei dem von HOOBER (1969), EYTAN und OHAD (1971), OHAD und 

Mitarbeitern (1972) gefundenen L-Protein tatsächlich um eine 

de novo-Synthese oder nur um eine Nettozunahme dieses Membran­

proteins handelt. Der schlüssige Beweis einer de novo-Synthese 

durch Dichtemarkierung mit H2o18 und Trennung im Dichtegradien­

ten (FILNER und WARNER 1967, ANSTINE et al. 1970) steht in diesem 

Fall noch aus. Serologische Methoden - wie sie LÜRSSEN (1971) 

zur Charakterisierung der Membranproteine von Plastiden aus Zea 

mays verwendet - können weiterhelfen, noch offene Fragen über 

die Verbreitung löslicher Proteine des Stromas als Membranpro­

teinvorstufen oder die de novo-Synthese von Membranproteinen 

während der Chloroplastengenese zu klären. 
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V. Der reduktive Pentosephosphatweg und die Plastiden­

differenzierung 

Die Untersuchungen über den Zusammenhang der Plastidendiffe­

renzierung auf der Ebene elektronenmikroskopisch nachweisbarer 

Veränderungen der Etioplasten durch Lichtinduktion und die 

photosynthetische co 2-Assimilation, gemessen als 14c-Einbau 

in die lösliche Fraktion ergrünender Primärblattspitzen von 

H. vulgare (in 14co 2-Atmosphäre, Belichtungsdauer 10 Minuten, 

35 kLux), wurden unter folgenden Fragestellungen durchgeführt: 

- Wann und in welchen Plastidenentwicklungsstadien wird die 

Dunkelcarboxylierung durch Atmung in den etiolierten Blättern 

von der photosynthetischen co 2-Assimilation in ergrünenden 

Plastiden abgelöst? 

Inwieweit sind die Aktivitäten einiger Enzyme des reduktiven 

Pentosephosphatweges mit dem Differenzierungsgrad der Plastiden 

korreliert? 

TOLBERT und GAILEY (1955) finden in Triticum eine signifikante 

Zunahme der co2-Fixierung zwei Stunden nach Beginn der lag-Phase 

der Chlorophyllsynthese und weisen als erste 14 c-markierte Pro­

dukte Malat, Asparagin- und Glutaminsäure nach. 14 c-markierte 

Hexosephosphate treten vier Stunden nach Beginn der lag-Phase 

auf. In etiolierten Hordeum-Blättern werden im Dunkeln Malat, 

Citrat/Isocitrat, Asparagin- und Glutaminsäure gebildet. Nach 

ein- bis zweistündiger Belichtungsdauer können bereits Hexose­

phosphate, Phosphoglycerinsäure und Saccharose nachgewiesen wer­

den (BIGGINS und PARK 1966). 

Das Erscheinen 14c-markierter Zwischenprodukte des reduktiven 

Pentosephosphatweges scheint zumindest zeitlich mit der Aus­

bildung eines funktionierenden Photosystems I und Photosystems II 

(PS I, PS II) bei der Chloroplastengenese aus Etioplasten korre­

liert zu sein. Nach zweistündiger Belichtung etiolierter Phaseo­

lus-Blätter zeigt sich eine schwache Veränderung der Fluores­

zenzausbeute nach Bestrahlung mit monochromatischem Licht (650 

bzw. 710 nm, 800 erg/cm2sec); ein Hinweis, daß PS I und PS II 

funktionieren und ein erster Elektronentransport nach Ausbildung 

des PSI und PS II vorhanden ist (BUTLER 1965). 
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Die Dunkelcarboxylierung etiolierter Blätter von H. vulgare 

beträgt etwa 0,6% der Gesamteinbaurate der löslichen, 14 c­

markierten Fraktion. Infolge von Dunkelcarboxylierung lassen 

sich autoradiographisch in den Papierchromatogrammen neben 
14 c-markiertem Malat die Aminosäuren Asparagin- und Glutamin­

säure nachweisen. 14 c-markierte Phosphoglycerinsäure, Hexose­

mono- und -diphosphat sind in den Autoradiographien von Blatt­

extrakten etioplastenhaltiger,unbelichteter Primärblätter 

nicht vorhanden (Tab. IV). 

Nach zweistündiger Belichtung - also noch während der lag-Phase 

der Chlorophyllsynthese - ist die 14 c-markierte, gesamte Ein­

baurate auf 2,4% erhöht. Phosphoglycerinsäure, Citrat, Alanin, 

Glycin, Serin und Saccharose sind in Spuren vorhanden (Abb. 24, 

Tab. IV). Dünnschichtchromatographisch lassen sich erste Spuren 

von Chlorophyll a durch ihre Fluoreszenz nachweisen. Alle Pla­

stiden der Primärblätter von H. vulgare verlieren zum Ende der 

lag-Phase der Chlorophyllsynthese die kristalline Membrananord­

nung ihrer Prolamellarkörper. An der Peripherie der (Rest-)Pro­

lamellarkörper werden perforierte Thylakoide ausgebildet. Die 

Perforationen in diesen Membranen sind identisch mit den Inter­

stitialräumen der aufgelösten Prolamellarkörper. An der Membran­

transformation sind fibrilläre Bündel beteiligt (Abb. 11). 

Nach vierstündiger Belichtung - mit Abschluß der lag-Phase und 

dem Beginn der log-Phase der Chlorophyllsynthese - steigt der 

Anteil der gesamten, durch Photosynthese 14 c-markierten Produkte 

auf 12%. Das Muster markierter Einzelprodukte der photosynthe­

tischen co 2-Assimilation ist - bis auf ol-Ketoglutarat - komplett. 

Von den grünen Pigmenten können jetzt erste Spuren von Chloro­

phyll b dünnschichtchromatographisch nachgewiesen werden. Trotz 

des Fehlens von Granathylakoiden in den Plastiden dieses Ent­

wicklungsstadiums können beträchtliche Mengen von co 2 fixiert 

werden. Die Ultrastruktur der Plastiden wird durch folgende 

Strukturmerkmale gekennzeichnet: vereinzeltes Vorkommen von 

Prolamellarkörperresten mit wenigen perforierten Thylakoiden 

und überwiegende Verbreitung von geschlossenen Primärthylakoiden 

(Abb. 7). 
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Tab. IV 

Lichtabhängige Ergrünung etiolierter Primärblätter der Gerste und photosynthetischer 14 co 2-Einbau 

Belichtung Gesamt Sacch. .Ser Glu Asp Gly Ala Mal Citrat ~-Keto TP+ HD++ HMP+++ PGA 

Std. 14c 

0 0.6 - - 0.07 0.07 - - 0. 1 

2 2.4 0. 1 o. 1 0.2 0. 1 o. 1 0. 1 0.3 0.04 - - - - 0. 1 

4 1 2. 2 2.6 1. 3 0.8 0. 1 0.8 0.6 0.3 0.08 - 0. 1 0. 1 0. 1 0. 1 

6 24 .6 6.8 2. 8 1 • 9 0.2 1. 6 1. 4 0.8 0.2 0.2 0.2 0. 1 0. 1 0.2 

8 39.7 1 3. 1 6.6 2. 2 0.2 4.3 2. 2 0.8 0.3 0.5 0.5 0.3 0.2 0.3 

10 56.7 22.9 8. 1 2. 8 0.3 4. 1 3.0 1. 6 0.3 0.6 1. 1 0.4 0.3 0.6 

1 2 100.0 54.2 14.8 4.2 0.3 8. 2 7.8 2.9 0.3 0.8 1. 5 0.8 0.4 1. 3 

+ 
Triosephosphat 

++ Hexosediphosphat 
+++ Hexosemonophosphat 
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Während der log-Phase der Chlorophyllsynthese (Belichtungs­

dauer 6 Stunden) beträgt die photosynthetische co 2-Fixierung 

ungefähr 25% der Kontrollen. Als typisches Merkmal in der 

Plastidenultrastruktur treten vereinzelte Granathylakoide, die 

mit röhrenförmigen Fibrillen verbunden sein können, in Erschei­

nung (Tab. IV, Abb. 16-19). Mit zunehmender Belichtungsdauer 

(8 und 12 Stunden) steigt die Anzahl der Granathylakoide. Gleich­

zeitig ist der Gesamteinbau 14c-markierter Produkte wesentlich 

erhöht (Tab. IV, Abb. 24). 

Daß Plastiden ohne Granathylakoide befähigt sind, eine signi­

fikante co 2-Fixierung durchzuführen, findet eine Parallele in 

den Ergebnissen von AKOYUNOGLOU und ARGYROUDY-AKOYUNOGLOU (1972). 

Mit Blitzlicht-Dunkel-Zyklen wurde in etiolierten Phaseolus vul­

garis-Blättern selektiv die Plastidenentwicklung so beeinflußt, 

daß bei fehlender Granathylakoidausbildung überwiegend Chloro­

phyll a in den Pigment-Proteinkomplexen des PS I ausgebildet 

wird. Der Malat/Hexosephosphat-Quotient ist in den mit Blitz­

licht-' gepulsten' Blättern gegenüber den normal grünen Blättern 

der im Dauerlicht gewachsenen Pflanzen (mit Plastiden, die PS I­

und PS II-Aktivitäten und Grana enthalten) erhöht. Denkbar wäre, 

daß,wie im Fall der mit kurzen Blitzlichtgaben behandelten 

Plastiden mit fehlendem Chlorophyll-Proteinkomplex des PS II, 

die co 2-Fixierung nach dem Modus des c 4-dicarboxylat-Zyklus 

verläuft, während für den Ablauf des Calvin-Zyklus beide Photo­

systeme vorliegen und aktiv sein müssen. Inwieweit dieser inte­

ressante von AKOYUNOGLOU vertretene Aspekt der zeitlichen Sequenz 

beider Typen der co 2-Fixierung, zuerst in Form des Slack-Hatch­

Zyklus und dann des Calvin-Zyklus, während der Ontogenese der 

Chloroplasten vertreten ist, muß durch weitere Untersuchungen 

über die Aktivität der Kardinalenzyme PEP-carboxylase und RuDP­

carboxylase sowie über den Abbau des gebildeten 14c-Malats ge­

klärt werden. 

Um die Ursache für das verzögerte Auftreten von 14C-Phospho­

glycerinsäure (nach 2 Stunden Belichtung) und von markierten 

Hexosephosphaten (nach 4 Stunden Belichtung) durch das Fehlen 

der entsprechenden Enzyme des reduktiven Pentosephosphatweges 
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oder durch mangelnde Energielieferung (ATP) oder durch das 

Fehlen von reduziertem NADP infolge des noch nicht ausgebil­

deten PS II zu erklären, wurde der Umsatz von Ribose-5-Phosphat 

(R 5-P) in Phosphoglycerinsäure (PGA) in Blättern mit Plastiden 

unterschiedlicher Differenzierung gemessen. Als Zwischenprodukte 

werden dabei gebildet:Ribulose-5-Phosphat (RuP), Ribulose-1,S­

diphosphat (RuDP) . 

Die an der Enzyrnsequenz beteiligten Enzyme sind Phosphoriboiso­

rnerase (E.C. 5.3.1.6), Phosphoribulokinase (E.C. 2.7.1.19) und 

Ribulosediphosphatcarboxylase (E.C. 4.1 .1 .39, RuDP-carboxylase­

Carboxydisrnutase): 

R 5-P RuP + ATP RuDP + co2 PGA 

Da RuDP in Gegenwart von Phosphatpuffer inaktiviert wird 

WEISSBACH et al. 1956), wurden die Blätter in 0,1 M Tris-HCl­

Puffer, pH 7.8,extrahiert. Das Homogenat wurde filtriert und 

zentrifugiert (4°C, 32.500 Uprn, 15' Ti SO-Rotor, Spinco L 50-

Zentrifuge, Fa. Beckrnan) und die Konzentration der pufferlös­

lichen Proteine des Überstands nach LOWRY und Mitarbeitern (1951) 

bestimmt. Zum Testansatz (O,S rnl) wurden 4fMol R 5-P, 8fMol 

ATP, 20/uMol MgC1 2 in 1 rnl 0,1 M Tris-HCl-Puffer (pH 7,8) ge­

löst und zu 0,2 rnl des Überstandes plus 8)1 Mol Na 2
14 co3 als 

Substrat gegeben (STEER et al. 1966). Die Reaktion (2s 0 q wurde 

nach S, 10 und 15 Minuten durch Zugabe von 0,03 rnl 20%iger 

Perchlorsäure gestoppt, wobei der unfixierte Kohlenstoff als 
14 co 2 frei wird. Nach Neutralisation mit kalter KOH und Fällung 

der Kaliurnperchloratkristalle und der Proteine im Kühlraum wurde 

das Präzipitat abzentrifugiert und die Radioaktivität in ali­

quoten Teilen des Überstandes vermessen. Das Endprodukt 14 c-PGA 

wurde papierchrornatographisch (Whatrnan I), zweidimensional 

(1. Dirn.: Phenol-H2o, 2. Dirn.: Butanol-Propionsäure-H2o) ge­

trennt und autoradiographisch identifiziert. Die Bestimmung 

der Radioaktivität erfolgte im Flüssigkeitsszintillationsspek­

trorneter (Tri-Carb, Fa. Packard). Die Kontrollansätze enthielten 

kein ATP oder R 5-P. 

Die Einbaurate von R 5-P in 14 c-rnarkierte PGA verhält sich in 

allen drei Versuchsansätzen (etiolierte, unbelichtete Blätter, 
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2 bzw. 12 Stunden belichtete Blätter) im untersuchten Zeitraum 

linear (Abb. 25). Im pufferlöslichen Proteinextrakt etiolierter 

H. vulgare-Blätter (7 Tage Dunkelheit) liegen bereits signifi­

kante Aktivitäten der Enzyme R 5-P-Isomerase, RuP-Kinase und 

RuDP-Carboxylase vor (Abb. 25). In vitro funktioniert die Enzym­

sequenz bereits in Proteinextrakten aus den unbelichteten, etio­

lierten Blättern. In vivo müssen die an der Sequenz von 

R 5-P ----7' PGA beteiligten Enzyme in den etiolierten Blättern 

von H. vulgare vorhanden sein. Ihre Aktivität wird aber durch 

den limitierenden Faktor der Substratverfügbarkeit begrenzt. 

Mit zunehmender Belichtungsdauer (2 und 12 Stunden) steigt die 

Einbaurate in markierte PGA (Abb. 25): die Aktivität der an 

dieser Sequenz beteiligten Enzyme aus belichteten Blättern ist 

stimuliert. Inwieweit die erhöhte Einbaurate in 14c-PGA außer 

auf lichtinduzierte Aktivitätsänderungen auch auf lichtinduzier­

te de novo-Synthesen zurückzuführen ist, wird im Zusammenhang 

mit den Ergebnissen über die mit Fraction !-Protein assoziierte 

RuDP-carboxylase diskutiert. 

Aufgrund der Untersuchungsergebnisse über die Enzymsequenz 

Phosphoriboisomerase, Phosphoribulokinase und RuDP-carboxylase 

kann man folgern: 

- Die am Umsatz von R 5-P zu PGA beteiligten Enzyme werden licht­

unabhängig synthetisiert. In Gegenwart der Substrate R 5-P, 

ATP und Na 2
14co3 als Kohlenstoffdonator werden in den puffer­

löslichen Proteinen aus Dunkelkulturen von H. vulgare signi­

fikante Mengen von 14 c-PGA in vitro gebildet. 

- Limitierender Faktor für das in vivo beobachtete erste Auf­

treten von PGA nach zweistündiger Belichtung von dunkelkulti­

vierten Primärblättern von H. vulgare muß demnach mangelndes 

Substratangebot sein. Der Mangel an - vom PS II produzierter -

photoreduzierender Aktivität von NADP und das verspätete Auf­

treten des durch cyklische Photophosphoryllierung gebildeten 

ATP mag eine Ursache für das verspätete Einsetzen der co 2-

Fixierung sein. 

In H. vulgare sind erste photoreduzierende Aktivitäten von NADP 

nach zwei Stunden Belichtung nachgewiesen, während die cyclische 
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Abb. 25: Aktivitäten der Enzymsequenz Phosphoriboisomerase, 
Phosphoribulokinase, RuDP-carboxylase gemessen als 
Umwandlung von R 5-Phosphat in Phosphoglycerinsäure 
durch 14co2-Incorporation. Die Radioaktivität wurde 
auf gleiche Mengen löslicher Blattproteine bezogen. 
Die Aktivitäten der Enzymsequenz in etiolierten, 
7 Tage alten Blättern (1) und belichteten Blätter 
[Belichtungsdauer 2 Stunden (2) bzw. 12 Stunden (3)] 
wurden verglichen 

Photophosphorylierung erst nach vierstündiger Belichtung etio­

lierter Blätter, die nichtcyclische Photophosphorylierung mit 

NADP erst nach 10 Stunden Belichtung auftritt (PHUNG NHU HUNG 

et al. 1970 b). 

Die Ursache für den verzögerten Beginn des reduktiven Pentose­

phosphatweges und der ersten Bildung von PGA scheint damit weni­

ger durch den Mangel an Cytochromen, noch durch das Fehlen des 

Kopplungsfaktors für Photophosphorylierung bedingt zu sein. 

Beide genannten Komponenten wurden in Etioplasten nachgewiesen 



- 62 -

(PHUNG NHU HUNG et al. 1972, LOCKSHIN et al. 1971). Die Ursache 

dürfte vielmehr durch den Zeitpunkt des Zusammenbaues und des 

Funktionierens des PS I und des PS II in und an den Thylakoid­

membranen bedingt sein. Da der Chlorophyll a-reiche Pigment­

Proteinkomplex des PS I zeitlich vor dem PS II während der 

lichtabhängigen Ergrünung gebildet wird und in den noch grana­

thylakoidfreien und PS II-freien ergrünenden Plastiden nach­

weisbar ist (ARGYROUDI-AKOYUNOGLOU et al. 1972), könnte die 

Fertigstellung eines funktionierenden aktiven PS I Vorausset­

zung für den Beginn des reduktiven Pentosephosphatweges sein. 
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VI. Fraction !-Protein: Molekulargewicht, Untereinheiten, 

Aminosäurezusammensetzung und Aktivität der RuDP-carboxylase 

(E.C. 4.1.1.39) 

Das Fraction !-Protein (WILDMAN und BONNER 1947) ist ein pla­

stidenspezifisches Protein (LYTTLETON und TS'O 1958, HEBER et 

al. 1963, LATZKO und GIBBS 1968), das bei autotrophen Eukary­

onten unterschiedlicher taxonomischer Stellung ubiquitär ver­

breitet ist (DORNER et al. 1948, SINGER et al. 1952). Das puffer­

lösliche Plastidenprotein kann etwa die Hälfte der Stromapro­

teine ausmachen. 

Als Besonderheit des Fraction !-Proteins gegenüber anderen 

pufferlöslichen Proteinen können folgende Eigenschaften ange­

sehen werden: 

- Das einheitliche Verhalten des Fraction !-Proteins bei der 

analytischen Ultrazentrifugation. KIERAS und HASELKORN (1968) 

fanden bei Brassica oleracea (Angiospermae), Chlamydomonas 

reinhardi (Chlorophyceae), Plectonema boryanum (Cyanophyceae) 

und photoautotrophen Bakterien (Chromatium) Sedimentations­

koeffizienten (S 2 ) von 16 - 18 SVEDBERG-Einheiten. o,w 

- Ein bemerkenswert hohes und - soweit an photoautotrophen 

Eukaryonten untersucht - einheitliches Molekulargewicht von 

ungefähr 5,5 x 105 Daltons. 

- Die Fähigkeit, Dimere (26 S), Trimere (32 S) und linear an­

geordnete Oligomere bzw. Polymere zu bilden (MARKHAM 1962, 

TROWN 1965, KLEINKOPF et al. 1970 a). 

Die Assoziierung und/oder Identität mit RuDP-carboxylase 

(TROWN 1965, THORNBER et al. 1965). 

- Die Zusammensetzung des Fraction !-Proteins aus zwei Unter­

einheiten (RUTNER und LANE 1967) mit Molekulargewichten von 

5,2 - 5,6 x 104 für die größere Untereinheit bzw. 1 ,2 -

2,5 x 104 Daltons für die kleinere Untereinheit (MOON und 

THOMPSON 1968, KAWASHIMA und WILDMAN 1972). 

Anlaß für die folgende Untersuchung der Untereinheiten des 

Fraction !-Proteins von etiolierten H. vulgare-Primärblättern 



- 64 -

waren die Ergebnisse von SUGIYAMA und AKAZAWA (1967) vom 

Fraction !-Protein bei Triticum, nach denen in Gegenwart von 

SDS ( 5 x 10- 3 M) drei - anstelle der bisher zwei in Dicoty­

ledonen gefundenen Untereinheiten (Spinacia oleracea, Nicotiana 

tabacum, Beta vulgaris) - Untereinheiten bei dieser Monocotyle­

done vorkommen. Nach Sephadex-Chromatographie in Gegenwart von 

SDS (KAWASHIMA 1969, RUTNER und LANE 1967) bzw. von 8 M Harn­

stoff-haltigen basischen Puffern (pH 10,0) wurden bisher nur 

zwei Untereinheiten nachgewiesen. Die Frage war, ob bei der 

verwandten Graminee H. vulgare ebenfalls die gleiche Anzahl 

nichtkovalent gebundener Polypeptidketten vorliegt, wie das 

Molekulargewicht der zusätzlichen Untereinheit ist und ob die 

Molekulargewichte und Aminosäurezusammensetzung der kleineren 

bzw. größeren Untereinheit von Spinacea und Nicotiana (KAWASHIMA 

1968, RUTNER und LANE 1967) mit den Verhältnissen in Hordeum 

vergleichbar sind. 

Blatthomogenate aus etiolierten 7 Tage alten Keimlingen von 

H. vulgare·wurde nach differentieller Zentrifugation mit Hilfe 

von Sephadex-Chromatographie in eine schnell wandernde Fraktion I 

und eine langsamere Fraktion II getrennt (KANNANGARA 1969). Eine 

weitere, gelblich gefärbte Fraktion von geringerer Mobilität als 

die Fraktion II erscheint als deutlich abgesetzte, UV-absor­

bierende Schulter (Abb. 26). Die gelbliche Fraktion enthält 

weder mit Polin-Reagenz nachweisbare lösliche Proteine noch 

spektralphotometrisch erkennbare Carotinoide und - im Falle 

grüner Blätter - keine Chlorophylle. (Durch Dialyse gegen Tris­

Puffer kann die ~elbfärbung entfernt werden. In diesem Fall 

fehlt die Schulter der Fraktion II). 

Daß die Fraktion I mit dem Fraction !-Protein identisch ist, 

wurde durch folgende Ergebnisse gesichert: 

- Fraction !-Protein enthält RuDP-carboxylaseaktivität (E.C. 

4.11.39). Im Reaktionsgemisch - enthaltend Fraction !-Protein, 

RuDP und NaH 14 co 3 - wird 14 c-PGA gebildet (Abb. 27). Die Unter­

suchungen der Aktivitäten von der Enzymsequenz R 5 P-Isomerase 

(E.C. 5.3.1.6), RuP-Kinase (E.C. 2.7.1.19) und RuDP-carboxy­

lase (E.C. 4.1.1.39) mit R 5-P und ATP als Substrat und Frac-
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Abb. 26: Trennung von Fraction !-Protein aus etiolierten Blättern 
von H. vulgare und aus Primärblättern der chlorophyll­
freien albina II-Mutante an der Sephadex (G-100)-Säule. 
Die Mutante enthält kein Fraction !-Protein 
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Abb. 27: Vorkommen von RuDP-carboxylase Aktivität im Fraction I­
Protein ergrünender Blätter von H. vulgare (12 Stunden 
Belichtung; Bestimmung der Enzymaktivitäten nach 
KANNANGARA 1969) 
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tion !-Protein mit Na 2
14co3 im Testansatz verliefen negativ. 

Dies ist ein weiterer Hinweis gegen die Auffassung des 

Fraction !-Proteins als Sitz eines Multienzymkomplexes (vgl. 

AKAZAWA 1970). 

- Das Molekulargewicht des Fracti~n !-Proteins von H. vulgare 

ist weitgehend identisch mit den bekannten Molekulargewichten 

des Fraction !-Proteins aus Brassica (M.W. 5,1 x 105 , KIERAS 

und HASELKORN 1968), Spinacia (M.W. 5,15 x 105 , TROWN 1965), 

Beta vulgaris (M.W. 5,65 x 105 ,· THORNBER et al. 1965, 5,83 

und 5,47 x 105 , THORNBER et al. 1966). Bestimmungen des Mole­

kulargewichtes durch Co-Chromatographie mit Eichproteinen 

unterschiedlicher, bekannter Molekulargewichte an Sephadex 

(G-100)-Säulen und Co-Elektrophorese in 7,0%igen Polyacryl­

amidgelen ergaben für das native Fraction !-Protein gleiches 

Elutionsverhalten und gleiche elektrophoretische Mobilität 

wie das Test- und Indikatorprotein Ferritin (M.W. 5,4 x 105). 

Die albina II-Mutante, eine chforophyllfreie Letalmutante von 

H. vulgare besitzt keine RuDP-tarboxylase-Aktivität (SPREY 

1972). Nach Gelfiltration der pufferlöslichen Proteine dieser 

Mutante fehlt die dem Fraction !-Protein entsprechende Frak­

tion im Elutionsprofil der Proteine des Wildtyps (Abb. 26). 

Für die Trennung der Untereinheiten durch SDS-Diskelektrophorese 

zur Bestimmung ihrer Molekulargewichte und zur weiteren Analyse 

ihrer Aminosäurezusammensetzung wurde nur die erste Hälfte des 

Fraction I-Proteinpeaks des Eluates verwendet, weil - wie die 

gelelektrophoretische Trennung ergab - in der Schulter der 

zweiten Hälfte des Fraction !-Peaks bereits unspezifische Pro­

teine enthalten sind. Nach Konzentrierung des Fraction !-Proteins 

(Desaga-Vakuumkonzentrationsapparatur) tritt nach gelelektro­

phoretischer Trennung in den 7%igen Polyacrylamidgelen eine ein­

heitliche, Amidoschwarz-positive Bande auf (Abb. 28). Sie hat 

gleiche elektrophoretische Mobilität wie co-elektrophoretisch 

wanderndes Ferritin. 

In Anwesenheit von 0,1% SDS im Elutionspuffer, im 7%igen Gel 

und in der Probe dissoziiert das native Fraction !-Protein in . . 
zwei Polypeptide (Abb. 28). 



- 67 -

+ 

1 
k 

l'1TI]fff~l11111i1~lr111111~!1111111~!111i111~l1111111~l11i1111~j1111111~l1111111~l'1r 

Länge cm 

Abb. 28: Gelelektrophoretische Trennung von nativem Fraction I­
Protein in 7% Acrylamid (Tris-Glycin Puffer, pH 8.9, 
unten), in Gegenwart von 0,1% SDS (Mitte) und 6 M 
Harnstoff plus 0,1% SDS (oben). Anfärbung der Proteine 
mit Amidoschwarz 10 B 
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Abb. 29: Molekulargewichtsbestimmung der Untereinheiten des 
Fraction I-Proteins in 7,0% Polyacrylamid in Gegenwart 
von 0,1 bzw. 1 ,0% SDS (Tris-Glycin Puffer, pH 8.9). 
Als Eichproteine wurden verwendet: Ferritin (M.W. 
560 000, 1), Rinderserumalbumin (M.W. 67 000, 2), Oval­
bumin (M.W. 45 000, 3), Chymotrypsinogen A (M.W. 25 000, 
4) und Cytochrom c (M.W. 13 500, 5). Die Molekularge­
wichte der Untereinheiten des Fraction I-Proteins be­
tragen 40 000 bzw. 17 000 Daltons 
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In SDS-haltigen Polyacrylamidgelen ist die relative elektro­

phoretische Beweglichkeit umgekehrt proportional dem Logarith­

mus des Molekulargewichtes (SHAPIRO, VINUELA und MAIZEL 1967, 

WEBER und OSBORN ·1967). Unter Verwendung von Standardeichpro­

teinen bekannter Molekulargewichte (Combithek, Fa. Boehringer) 

wurde eine Eichkurve für 7%ige, 0,1% SDS-haltige Polyacrylamid­

gele erstellt (Abb. 29). Die relative elektrophoretische Beweg­

lichkeit wurde als Verhältnis der Wanderungsstrecke einer Pro­

teinbande vom Gelanfang zum Indikatorprotein Cytochrom c (M.W. 

13 500) definiert. 

Bei der Beurteilung von Molekulargewichtsbestimmung der Unter­

einheiten muß berücksichtigt werden, daß die nach dieser Methode 

berechneten Molekulargewichte bis maximal 10% variieren können. 

Für die 'kleine' Untereinheit mit der größeren elektrophoretischen 

Mobilität ergab sich ein Molekulargewicht von 17 000, für die 

größere Untereinheit mit der relativ geringeren Beweglichkeit 
ein Molekulargewicht von 40 000 Daltons (Abb. 28, 29). 

In diesem Zusammenhang sollte darauf hingewiesen werden, daß 

Anzahl und Lage der Banden aus etiolierten, ergrünenden (12 

Stunden Belichtung) und grünen Blättern (7 Tage Belichtung) 

identisch waren. 

Das Molekulargewicht der kleineren Untereinheit aus H. vulgare 

paßt gut zu den bisher bekannten Molekulargewichten der Unter­

einheiten von RuDP-carboxylase von Beta vulgaris (M.W. 16 000, 

MOON und THOMPSON 1969), Spinacia (M.W. 12 000, RUTNER 1970) 

und Nicotiana (M.W. 24 500, KAWASHIMA und WILDMAN 1971). 

Das Molekulargewicht der größeren Untereinheit von RuDP-carboxy­

lase aus Hordeum (M.W. 40 000) weicht von den bisher bekannten 

Molekulargewichten der größeren Untereinheit der oben genannten 

Arten ab: 54 000 (MOON und THOMPSON 1969), 55 800 ~ 2 300 

(RUTNER 1970) und 52 000 + 5 000 Daltons (KAWASHIMA und WILDMAN 

1971). 

Es ist wahrscheinlich, daß der gefundene Unterschied der Mole­

kulargewichte der größeren Untereinheit von RuDP-carboxylase 

nicht artspezifisch ist. Dafür sprechen die gut vergleichbaren 
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Zusammensetzungen der Aminosäuren der größeren Untereinheit 

von RuDP-carboxylase aus Hordeum vulgare (s.u.), Beta vulgaris 

(RUTNER und LANE 1967), Nicotiana tabacum und Spinacia oleracea 

(KAWASHIMA 1968). Die Differenzen sind eher durch die unter­

schiedlichen bei der Molekulargewichtsbestimmung verwendeten 

Methoden bedingt. MOON und THOMPSON (1969) trennen die RuDP­

carboxylase-Untereinheiten bei Anwesenheit von 8 M Harnstoff 

im alkalischen Milieu (pH 10,0) durch Gelchromatographie an 

Sephadex. Nach unseren Erfahrungen ergibt die Anwesenheit von 

Harnstoff (6 M) - allerdings zusammen mit 0,1% SDS - bei der 

Trennung der Untereinheiten gegenüber SDS-Gelen ein anderes 

Trennmuster (Abb. 28). Die elektrophoretische Beweglichkeit 

beider Untereinheiten ist verändert, zusätzlich treten zwei 

schwach sichtbare Zwischenbanden auf. 

Die von SUGIYAMA und AKAZAWA (1967) nach SDS-Behandlung nachge­

wiesene dritte Bande wurde in den Präparationen - nach Reinigung 

über Sephadex - im Fraction I-Protein aus Hordeum vulgare nicht 

immer gefunden (Abb. 30). Das Molekulargewicht dieser Protein­

bande mit relativer elektrophoretischer Beweglichkeit wurde 

durch Vergleich mit den Proteinen definierten Molekulargewichts 

auf 2,45 x 10 5 Daltons bestimmt. 

Zwei Interpretationsmöglichkeiten für das sporadische Vorkommen 

dieser dritten Bande sind diskutabel. Es könnte sich um eine 

oligomere Form der beiden Untereinheiten handeln, die durch 0,1% 

SDS noch nicht vollständig in die beiden, nicht identischen 

Untereinheiten zerlegt wurde. Diese Annahme wird durch gewisse 

Ähnlichkeiten der molaren Verhältnisse der Aminosäuren dieser 

Proteinbande mit den beiden übrigen Untereinheiten gestützt 

(Tab. V). Dieses Polypeptid könnte aber auch als zusätzliche 

große Untereinheit aufgefaßt werden, die mit der von AKAZAWA 

beschriebenen Untereinheit mit der Sedimentationskonstanten von 

15 S identisch ist. In Gegenwart von 4 M Harnstoff, RuDP, NaHC0 3 
und Mg++ soll Fraction I-Protein in eine große (15 S) und eine 

kleine (2 S) Untereinheit dissoziieren. Weitere Trennung im 

Saccharosegradienten ergab für die große Untereinheit RuDP-car­

boxylaseaktivitäten (AKAZAWA und SUGIYAMA 1969). Eine Überprü-
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fung der nach SDS-Gelelektrophorese auftretenden großen Unter­

einheit (M.W. 2,45 x 105) von H. vulgare auf RuDP-carboxylase­

aktivität ist irrelevant, weil SDS die Enzymaktivität irrever­

sibel blockiert. 

+ 
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Abb. 30: Trennung von nativem Fraction !-Protein (unten in 
7,5% Acrylamidgelen (3,5 mA/Gel, Tris-Glycin Puffer, 
pH 8,9) und nach Zusatz von 0,1% SDS (oben). Die zu­
sätzliche dritte Bande mit der relativ geringen 
elektrophoretischen Beweglichkeit hat ein Molekular­
gewicht von 2,45 x 105 Daltons 

Bestimmungen der Aminosäurezusammensetzung der beiden Unterein­

heiten des Fraction !-Proteins sind von RUTNER und LANE (1967) 

an Beta und von KAWASHIMA (1969) an Nicotiana bzw. Spinacia 

durchgeführt worden. Dabei ergab sich in den molaren Verhält­

nissen (bezogen auf Phenylalanin) ein typisches Verhältnis von 

Phenylalanin : Tyrosin : Glycin. Es war von Interesse, inwie­

weit diese Relation auf die beiden nicht identischen Unterein­

heiten (M.W. 40 000 und 17 000) des Fraction !-Proteins bei 

Hordeum vulgare übertragbar war. 

Nach gelelektrophoretischer Trennung der Untereinheiten des 

Fraction !-Proteins von H. vulgare in Anwesenheit von 0,1% SDS 

wurden die entsprechenden Proteinbanden von den ,ausgeschnittenen 

Gelscheiben (~ 2,3 cm) eluiert. Die Aminosäurezusammensetzung 

zeigt - im Vergleich mit den Analysen von RUTNER, LANE und 

KARASHIMA - weitgehende Ähnlichkeit in der Zusammensetzung des 

nativen Fraction !-Proteins (vgl. STEER et al. 1967, BAILEY et 

al. 1966) und der Untereinheiten (Tab. V). 
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Tab. V 

Aminosäurezusammensetzung des nativen Fraction !-Proteins und der Untereinheiten nach 

gelelektrophoretischer Trennung in Gegenwart von SDS 

Molares Verhältnis (bezogen auf Phe) 

Aminosäuren Natives Protein Untereinheit Untereinheit Untereinheit 

M.W. 2,45 X 105 M.W. 4 X 10 4 M.W. 1,7 X 104 

Phe 1. 00 1 . 00 1 . 00 1 . 00 

Lys 1. 23 1 . 1 9 1. 5 3 1 . 5 2 

His o.65 o.45 o.52 o.39 

Arg 1. 35 1. 48 1. 26 1 . 36 

Asp 2.30 1 . 60 2.00 2. 10 

Thr 1 . 39 1 . 02 1 . 1 4 o.93 

Ser o. 78 o.74 o. 72 o.88 

Glu 2.42 2.02 2.37 2.59 

Pro 1. 2o o. 72 o.97 1. 16 

Gly 2.03 1. 14 2.26 1. 93 

Ala 2. 12 1 . 6 7 2.03 1. 11 

Val 1. 48 1. 24 1. 21 1. 42 

Met o.43 o.22 o.26 o.29 

Ileu o.72 1. 14 0. 9 7 o.88 

Leu 2. 21 2~40 2. 1 9 2.4o 

Tyr 1 . 1 2 o.68 o.95 1 . 60 
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Das Verhältnis von Phe : Tyr : Gly in der großen Untereinheit 

von Hordeum ist 1,0 : 0,95 : 2,26, in Beta (RUTNER und LANE 

1967) 1,0 : 0,93 : 2,10, in Spinacia (KAWASHIMA 1969) 1,0 : 

0,91 : 2,43 und Nicotiana (KAWASHIMA 1969) 1,0: 0,85: 2,44. 

Für die kleinere Untereinheit gilt für das Verhältnis Phe : 

Tyr: Gly inHordeum 1,00: 1,60: 1,93, inBeta 1,00: 1,57 

1, 15, in Spinacia 1,00 : 1,43 : 1 ,28 und Nicotiana 1,00 : 

1,92 : 2,33. Der Vergleich zeigt, daß die Aminosäurezusammen­

setzung beider Untereinheiten des Fraction !-Proteins unter­

schiedlicher Herkunft aus Mono- und Dicotyledonen weitgehend 

identisch ist. 

Das plastidenspezifische Fraction !-Protein photosynthetischer 

Eukaryoenten hat von der experimentell-methodischen Seite (Iso­

lierung des Proteins im großen Maßstab, Trennung seiner Unter­

einheiten und Funktionstest auf RuDP-carboxylase-Aktivität) 

Vorteile, die es zur Lösung phylogenetischer Zusammenhänge prä­

destinieren. Wichtig erscheinen zwei Fragen, die sich aus dem 

Ort der Codierung und der Synthese der Fraction !-Untereinheiten 

ergeben. 

Die Ergebnisse der WILDMAN-Gruppe (KAWASHIMA und WILDMAN 1971 a, 

b, KAWASHIMA, KWOK und WILDMAN 1971, PAK-HOO CHANG und WILDMAN 

1972) an Nicotiana haben gezeigt, daß die große Untereinheit 

des Fraction !-Proteins von der Chloroplasten-DNA codiert wird 

und die Kern-DNA die kleinere Untereinheit codiert. Aufgrund der 

selektiven Wirkung von Cycloheximid und Chloramphenicol auf die 

proteinsynthetisierenden Kompartimente mit 70 S bzw. mit 80 S 

Ribosomen kann man annehmen, daß die große Untereinheit des 

Fraction !-Proteins an den Chloroplastenribosomen, die kleinere 

Untereinheit an den Cytoplasmaribosomen synthetisiert wird 

(CRIDDLE et al. 1970). Dieses Ergebnis wird ergänzt durch den 

Befund, daß in isolierten Chloroplasten in vitro 14 c-Leucin nur 

in die größere Untereinheit des Fraction !-Proteins eingebaut 

wird (BLAIR und ELLIS 1972). Abgesehen von dem interessanten 
Vergleich der Peptidmuster nach Trypsin-Abbau und Aminosäure­

Sequentierung beider Untereinheiten aus Organismen unterschied­

lich taxonomischer Stellung zur Klärung der Frage der Spezifität 
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von Aminosäure-Sequenzen und 'fingerprints' während der Phylo­

genese, scheint folgende Überlegung von größerer Bedeutung zu 

sein. 

Innerhalb der chloroplastenhaltigen höheren Pflanzen, Chloro­

phyceen und bei Cyanophyceen scheint das Molekulargewicht der 

RuDP-carboxylase (5 - 6 x 105) und die Sedimentationskoeffizien­

ten (16 - 18 S) einheitlich zu sein (AKAZAWA et al. 1969, KIERAS 
1 

und HASELKORN 1968). Auffallende Unterschiede existieren im 

Molekulargewicht der RuDP-carboxylase von photoautotrophen und 

photoheterotrophen Bakterien. Die Molekulargewichte ihrer RuDP­

carboxylase sind - bis auf Chromatium (Stamm D), 5,5 x 10 5 

(KIERAS und HASELKORN 1968) und Thiobacillus neapolitanus 

5 x 105 (McELROY und JOHNSON 1968) - kleiner als die photoauto­

tropher Eukaryonten. 

So beträgt das Molekulargewicht der RuDP-carboxylase von Hydro­

gemonas facilis ca. 2 x 105 (KUEHN und McFADDEN 1968), Rhodo­

spirillum ~ubrum 1,1 x 105 (ANDERSON et al. 1967), Rhodopseudo­

monas spheroides 2,6 - 3,6 x 105 (AKAZAWA et al. 1969, ANDERSON 

et al. 1968) Rhodospirillum rubrum 1 ,2 x 105 (ANDERSON et al. 

1968) bzw. 6,8 x 104 (AKAZAWA et al. 1969). 

Als ein Beweis oder Gegenbeweis der Symbiontentheorie - die 

photoautotrophe Eukaryontenzellen als Produkt aplastidischer 

Eukaryonten mit photosynthetisierenden Prokaryonten betrachtet 

(vgl. MARGULIS 1970) - wäre von Interesse, ob und inwieweit 

zwischen der größeren Untereinheit des Fraction !-Proteins der 

Chloroplasten und dem Fraction !-Protein photoautotropher Bak­

terien serologische Affinitäten, Analogien im Peptidmuster und 

Homologien ihrer Aminosäure-Sequenz bestehen. 

Die zweite noch ausstehende Frage betrifft die eindeutige elek­

tronenmikroskopische Identifizierung des Fraction !-Proteins im 

Plastidenstroma. Untersuchungen der Molekülstruktur des iso­

lierten Fraction !-Proteins mit elektronenmikroskopischer Hoch­

auflösung nach Negativkontrastierung gehen von 24 Untereinheiten 

pro Molekül aus, die bei Avena auf der Oberfläche eines Oktaeders 

mit maximalem Durchmesser von 105 j (STEER et al. 1968), oder bei 



- 74 -

Brassica in kubischer Anordnung mit maximalem Durchmesser von 

120 ~ (HASELKORN et al. 1965) angeordnet sein sollen. Abweichend 

von diesen Ergebnissen sind - neben weiteren elektronenmikros­

kopischen Strukturuntersuchungen von SUGIYAMA und AKAZAWA 1967 -

die biochemischen Daten, die nach KAWASHIMA und WILD.MAN (1971) 

8 (7-8) größere und 6 (8-10) kleinere identische Untereinheiten 

pro Molekül vorsehen (RUTNER 1970). 

Die eindeutige elektronenmikroskopische Identifizierung des 

Fraction !-Proteins im Plastidenstroma aufgrund der Kriterien 

Molekülgröße und mögliche Aggregation zu Polymeren müßte rela­

tiv leicht durchzuführen sein. Bisher steht ein elektronenmikros­

kopischer Nachweis in situ noch aus. Alle bisherigen Untersuchun­

gen über Vorkommen und Verbreitung von Fraction !-Proteinen im 

Stroma sind auf Größenanalogien beruhende Hypothesen: z.B. das 

Stromazentrum (GUNNING et al. 1968) oder fibrilläre oder kristal­

line Stromakomponenten (SPREY 1968, BUTLER et al. 1973, WRISCHER 

1972, TAKEBE und OTSUKI 1973). Die Methode der Wahl, um den ein­

deutigen Funktionstest für Fraction !-Protein im Ultradünnschnitt 

durchzuführen, sollte in Form der immuncytochemischen Lokalisie­

rung von enzymgekoppelten Antikörpern mit Hilfe des Elektronen­

mikroskopes möglich sein (NAKANE und PIERCE 1967). 

Über lichtinduzierte Synthesen und spezifische Aktivitätsände­

rungen der RuDP-carboxylase soll in einem anderen Zusammenhang 

berichtet werden. Dabei stand die Frage im Vordergrund, inwie­

weit die von CHEN et al. (1971) und KANNANGARA (1969) beobachte­

te relative Abnahme der Aktivität und Syntheserate von RuDP­

carboxylase zu Beginn der lag-Phase der Chlorophyllsynthese in 

direktem Zusammenhang mit den Membranbildungsprozessen der Grana­

und Stromathylakoide stand. Dazu wurden Blätter etiolierte, 

ergrünende (bis 24 Stunden Belichtung) und grüne Primärblätter 

(8 Tage Belichtung) mit 14 c-Aminosäuren (Sf Ci/ml) inkubiert 

und die Synthese des Fraction !-Proteins in den verschiedenen 

Differenzierungsstadien der Plastiden bestimmt (vgl. Tab. I). 

Über diese Ergebnisse wird in einem anderen Zusammenhang berich­

tet (SPREY, in Vorbereitung). 
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VII. Lipidsynthesen und Membranbildungsprozesse 

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen über die licht­

induzierte Metamorphose der Etioplastenmembranen während ihrer 

Entwicklung zu Primärthylakoiden lassen vermuten, daß dieser 

Vorgang als Umformung präformierter Membranoberflächen des Pro­

lamellarkörpers und nicht als Abbau und Neusynthese der Plasti­

denmembranen interpretiert werden muß. So zeigt die kristalline 

Membrananordnung der Prolamellarkörper, aus denen unter Licht­

einfluß zusammenhängende perforierte und später geschlossene 

Stromathylakoide entstehen (SCHNEPF 1964, GUNNING und JAGOE 

1967) und die dann zusammen mit den Granathylakoiden ein in 

sich geschlossenes Membransystem bilden (WEHRMEYER 1964), die 

Kontinuität dieses inneren plastidären Membransystems. In diesem 

Sinne nehmen BOARDMAN und Mitarbeiter (1972) an, daß die Mem­

branen der Etioplasten die ersten Bausteine für die später aus­

zubildenden, photosynthetisch aktiven Membranen der Chloroplasten 

sind. 

Wie später gezeigt wird, haben Hemmstoffe der Proteinsynthese 

keinen Einfluß auf die Umwandlung der Prolamellarkörper in per­

forierte oder geschlossene Thylakoide. Die Proteinsynthese-Inhi­

bitoren wirken erst während der log-Phase der Chlorophyllsyn­

these, indem sie indirekt die Granathylakoidausbildung und syn­

chron die Chlorophyllsynthese unterdrücken. Dabei ist denkbar, 

daß die Hemmung der Strukturproteine in den Thylakoiden die 

Synthese und den Einbau der Membranlipide hemmt oder die Hemmung 

der Membranlipide durch Rückkopplung die Synthese und den Einbau 

von Membranproteinen reprimiert. 

Unter der Voraussetzung, daß die Membranproteine und -lipide der 

Chloroplastenthylakoide - ausgenommen sind die Chlorophylle und 

Chlorophyll-Proteinkomplexe der Membranen - bereits qualitativ 

in den Etioplastenthylakoiden präformiert sind, ist zu erwarten, 

daß in der lag-Phase der Chlorophyllsynthese, in der die Umwand­

lung der Prolamellarkörper in geschlossene Stromathylakoide er­

folgt, keine wesentlichen qualitativen wie quantitativen Neu­

synthesen von Membranproteinen und -lipiden stattfinden. Im 

Laufe der log-Phase der Chlorophyllsynthese, in der die Grana-
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thylakoide gebildet werden, sollten signifikante quantitative 

Veränderungen durch erhöhte Lipid- und Strukturproteinsynthesen 

zu erwarten sein. 

Die Thylakoide der Chloroplasten enthalten etwa 50% ihres Ge­

wichtes an Lipiden (PARK und PON 1963, LICHTENTHALER und PARK 

1963, MENKE 1966, JAMES und NICHOLS 1966, BENSON 1971). Haupt­

bestandteil der Glykolipide ist Monogalaktosyldiclycerid (MG) 

vor Digalaktosyldiglycerid (DG) und Sulfolipid (SL). Das Vor­

kommen der Galaktolipide ist im wesentlichen auf Plastiden be­

schränkt (JAMES und NICHOLS 1966), so daß Gehalt und Verände­

rungen der MG/DG-Quotienten häufig mit Einzelprozessen der licht­

abhängigen Chloroplastengenese in Zusammenhang gebracht wurden. 

BLOCH und Mitarbeiter (1967) weisen auf die Korrelation von 

Chloroplastenmorphogenese und Galaktoglyceridsynthese nach Be­

lichtung dunkelkultivierter Euglena-Stämme hin. MG- und DG­

Synthese werden durch Licht stimuliert. Das MG/DG-Verhältnis 

steigt mit zunehmender Chloroplastendifferenzierung und steigen­

dem Chlorophyllgehalt. 

Veränderungen des Glyko- und Phospholipidgehaltes bei der licht­

induzierten Chloroplastengenese aus Etioplasten lassen summa­

risch folgende Tendenzen erkennen: 

Während der Chloroplastengenese ist im wesentlichen nur eine 

quantitative Veränderung farbloser Plastidenlipide erkennbar. 

Etioplasten enthalten bereits einen beträchtlichen Gehalt an 

MG und DG (LÜRSSEN 1970, TEVINI 1972, TREMOLIERES und LEPAGE 

1971, ROUGHAN und BOARDMAN 1972, BOARDMAN et al. 1972). Etio­

lierte Blätter von H. vulgare haben nach TEVINI (1972) fol­

gende relative Lipidzusammensetzung: MG (35%), DG (25%), 

SL (10%), gesamte Phospholipide (30%). 

- Lipidgehalt und das relative Verhältnis einzelner Plastiden­

lipide bleibt während der Prolamellarkörperumwandlung in 

Primärthylakoide konstant oder sinkt leicht ab (ROUGHAN und 

BOARDMAN 1972). 

- Die Nettosynthese der Galaktolipide während der log-Phase der 

Chlorophyllsynthese und Granathylakoidausbildung verlaufen 
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parallel (TEVINI 1972, BOARDMAN et al. 1972). Die MG-Synthese­

rate übertrifft dabei die DG-Synthese. 

Die von uns gefundenen Syntheseraten von MG und DG nach 14 c­
Acetat-Markierung etiolierter und ergrünender Blätter entsprechen 

der von den oben genannten Autoren festgestellten Nettosynthese 

der Galaktolipide. 

MG und DG werden lichtunabhängig in etiolierten Blättern syn­

thetisiert. Die MG- und DG-Synthese ist ungefähr zum Ende der 

lag-Phase der Chlorophyllsynthese (4 Stunden nach Belichtungs­

beginn) leicht erhöht und nimmt dann während der log-Phase der 

Chlorophyllsynthese und der Granathylakoidausbildung signifi­

kant zu (Abb. 31, Tab. VI). 

Dieses Ergebnis stimmt mit den UntersuQhungen über die Kinetik 

von Membranbildungsprozessen in Plastiden und der Galaktolipid­

synthese in pflanzlichen Ein- und Vielzellern überein (Euglena 

gracilis, BLOCH et al. 1967, ROSENBERG 1966; Chlamydomonas 

reinhardi, ERWIN und BLOCH 1963; Chlorella vulgaris, NICHOLS 

1965; Hordeum vulgare, LÜRSSEN 1970, TEVINI 1972; Pisum sativum 

und Phaseolus vulgaris, BOARDMAN et al. 1972, ROUGHAN und 

BOARDMAN 1972, TREMOLIERE und LEPAGE 1971). 

Für die Verhältnisse in H.vulgare gilt, daß MG und DG bereits 

Lipidkomponenten der Prolamellarkörper der Etioplasten sind. 

Die Bildung der Primärthylakoide in Plastiden nach der licht­

induzierten Prolamellarkörperumwandlung ist mit einer geringen 

Steigerung der MG- und DG-Synthese verbunden. 

Inwieweit ist die lichtstimulierte Zunahme von MG und DG mit 

der Granathylakoidbildung in der log-Phase der Chlorophyll­

synthese korreliert? Ein Hinweis zur Lösung dieser Frage bietet 

sich durch die Verwendung von Chloramphenicol als Inhibitor 

während der Ergrünungsphase der Plastiden an. 

Chloramphenicol (SO;ug/ml) hemmt die plastidären Eiweißsynthesen 
und die Ausbildung der Granathylakoide (vgl. Kap. XI). Nach 

zweistündiger Vorinkubation der abgeschnittenen, etiolierten 

Primärblätter im Dunkeln mit diesem Inhibitor und anschließender 
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BELICHTUNGSDAUER 0 24 Stunden 

F 

MG 

DG 

s SL 

Abb. 31: Trennung von 14c-markierten Glykolipiden (MG, DG, SL) 
auf Kieselgel-Platten mit dem Laufmittel Chloroform­
M~thandl-H20 (75:24:1, v/v/v) aus 7 Tage alten, etio­
lierten Primärblattspitzen von H. vulgare nach unter­
s.chiedlicher Belichtung. Optischer Nachweis mit Phos­
phormolybdänsäure (links) bzw. durch Autoradiographie 
(rechts) 

Tab. VI 

Synthese von Galaktolipiden in etiolierten und ergrünenden Primär­

blättern von H. vulgare nach Markierung mit 14 c-Natriumacetat+ 

Belichtungsdauer 
(Stunden) 

MG 

DG 

0 

657 

210 

4 12 

1417 2396 

501 620 

24 

2225 

1030 

12 + CA++ 

1536 

532 

+ 5 f Ci/ml, Applikationsdauer 
++ 

Chloramphenicol (50 f g/ml), 

2 Stunden vor Ende der Belichtung 

Applikationsdauer 3 Stunden vor 
Belichtungsende 
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12-stündiger Belichtung in Gegenwart von Chloramphenicol ist 

die MG- und DG-Syntheserate gegenüber den Kontrollen wesentlich 

gehemmt (Tab. VI). Sie entspricht der Synthese von MG und DG 

der Kontrollen während der lag-Phase der Chlorophyllsynthese. 

Chloramphenicol hat keinen Einfluß auf die lichtinduzierte Um­

wandlung des Prolamellarkörpers in Primärthylakoide (vgl. Kap. 

XI). Die Granathylakoidbildung wird aber in Gegenwart dieses 

Inhibitors gestoppt und die Galaktolipidsynthese entsprechend 

gehemmt. In diesem Sinne sind auch die Resultate von SMILLIE 

und Mitarbeitern (1972) zu verstehen, die eine Hemmung der Ga­

laktolipidsynthese während der Chloroplastenentwicklung von 

Euglena gracilis nach Chloramphenicol-Zugabe beobachteten. Denk­

bar wäre, daß Chloramphenicol indirekt über eine Rückkopplung 

auf die Galaktolipidsynthese wirkt, d.h. mangelnde Synthese von 

Membranproteinen könnte zu einer verminderten Galaktolipidsyn­

these führen. Andererseits ist denkbar, daß Chloramphenicol 

direkt die Synthese der an der Galaktolipidsynthese beteiligten 

Enzyme hemmt. 

Die unverhältnismäßig hohe Syntheserate von MG gegenüber DG 

während der Granathylakoidausbildung veranlaßte ROUGHAN und 

BOARDMAN (1972) zu der Annahme, daß MG spezifisch am Prozeß des 

Überschiebens von Granathylakoiden zu Granastapeln (stacking) 

beteiligt ist. Hinweise für diese Vermutung ergeben sich - außer 

dem oben beschriebenen Ergebnis der Wirkung von Chloramphenicol 

auf die Galaktolipidsynthese - aus den Untersuchungen von BOURDU 

und Mitarbeitern (1972), nach denen das MG/DG-Verhältnis in 

granahaltigen Chloroplasten des Mesophylls von Zea mays gegen­

über den granafreien Chloroplasten der Leitbündelscheide erhöht 

ist. Ein weiteres Indiz für den Zusammenhang des MG/DG-Verhält­

nisses und der Verbreitung von Granastapeln geben die Unter­

suchungen durch v. WETTSTEIN und Mitarbeiter (1972) an sechs 

xantha-Mutanten von Hordeum mit gestörter Granathylakoidausbil­

dung und reduziertem Galaktolipidgehalt. 

Das Phospholipid Phosphatidylglycerin (PG) ist eine Komponente 

der Thylakoidmembran der Chloroplasten (WINTERMANS 1960, JAMES 

und NICHOLS 1966, BENSON 1971). Die Neubildung der Chloroplasten-
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membranen heterotroph ernährter Euglena gracilis-Stämme durch 

Belichtung induziert die PG-Synthese (4-8% der Gesamtlipide). 

In Dunkelkulturen von Euglena gracilis ist PG nicht vorhanden 

(SCHANTZ et al. 1972) oder der PG-Gehalt liegt unter 1% der 

Gesamtlipide (van DEENEN und HAVERKATE 1966). 

Die Syntheserate der einzelnen Phospholipide Phosphatidyl­

glycerin (PG), Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylinosit 

(PI), Phosphatidyläthanolamin (PE), Diphosphatidylglycerin 

(DPG) in Primärblättern von H. vulgare mit Plastiden unter­

schiedlichen Differenzierungsgrades ist variabel. Da die Be­

lichtung der Primärblätter nicht nur die Chloroplastengenese 

initiiert, sondern auch die Blattexpansion durch Vakuolenver­

größerung und damit mögliche Lipidsynthesen in extraplastidären 

Membransystemen bewirken kann, beschränken wir uns im folgenden 

bei der Interpretation der Ergebnisse auf Veränderungen des 

Phospholipids PG während der Chloroplastengenese. 

Die PG-Synthese kann lichtunabhängig verlaufen. Ihre Synthese­

rate wird durch Belichtung stimuliert. Während der lag-Phase 

der Chlorophyllsynthese ist die 32 P-Einbaurate in PG gegenüber 

der lichtunabhängigen Synthese in den Dunkelkulturen leicht er­

höht. Nach 12 Stunden Belichtung ist die PG-Synthese stark er­

höht (Abb. 32, Tab. VII). Das bedeutet, bezogen auf unterschied­

liche Plastidendifferenzierungsprozesse, daß während der Photo­

transformation der Prolamellarkörper in Primärthylakoide nur 

eine geringe PG-Synthese stattfindet. Im Zeitraum der rapiden 

Chlorophyllsynthese ist die Granathylakoidbildung von einer 

relativ intensiven PG-Synthese begleitet. 

Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten von LÜRSSEN (1970), 

TEVINI (1972), BOARDMAN et al. (1972) und ROUGHAN und BOARDMAN 

(1972) überein. Bei den Untersuchungen über die lichtinduzierte 

Chloroplastengenese in Angiospermen stellten diese Autoren 

während der lag-Phase der Chlorophyllsynthese nur eine geringe 

Nettosynthese von PG fest. Die PG-Synthese verläuft aber parallel 

zur Granathylakoidbildung in der logarithmisch~n Phase der 

Chlorophyllsynthese. 
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Belichtung 4 12 Stunden 

F 

PE 

PG 

PC 

PI 

s 

Abb. 32: Autoradiographien von DG-Trennungen 32P-markierter 
Phospholipide (PG, PC, PI, PE, DPG) auf Kieselgel­
Platten aus Primärblättern etiolierter Gerste nach 
verschiedenen Belichtungszeiten (0, 4 und 12 Stunden) 

Tab. VII 

Synthese von Phospholipiden+ in etiolierten, 7 Tage alten Primär­

blättern von H. vulgare nach unterschiedlicher Belichtung 

Belichtungsdauer 0 4 12 (Stunden) 

PG++ 804 1319 86 29 

PC 685 1219 2124 

PI 329 1082 923 

PE 516 1389 1558 

DPG 220 417 932 

+ Markierung mit 32 H3 P04 , 50 f Ci/ml, 2 Stunden 

++ cpm/ 31u g Lipid 
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Faßt man die Untersuchungsergebnisse über die plastidären 

Lipidsynthesen während der lichtabhängigen Chloroplasten­

entwicklung aus Etioplasten zusammen, dann ergibt sich nur 

eine schwache MG-, DG- und FG-Synthese während des Umbaus der 

Prolamellarkörper in Primärthylakoide. Die Granathylakoid­

bildung verläuft mit einer intensiven MG:, DG- und FG-Synthese. 

In diesem Sinne wird die Vorstellung von BOARDMAN und Mitar­

beitern (1972) bestätigt, daß die Prolamellarkörper die Bau­

steine für die Primärthylakoide sind. 

VII. 1. Lichtinduzierte Veränderung der Plastoglobulianordnung 

Plastoglobuli sind lipidreiche, osmiophile Stromabestandteile 

in Plastiden. Ihre chemische Zusammensetzung, Verbreitung und 

Vorkommen in verschiedenen Plastidentypen und -differenzierungs­

stadien ist intensiv durch LICHTENTHALER und Mitarbeiter unter­

sucht worden. Seit ihrer Isolierung mit Hilfe der French-Presse 

(BAILEY und WHYBORN 1963) oder Ultraschallbehandlung (PARK und 

PON 1961, LICHTENTHALER 1964) aus isolierten Chloroplasten 

durch differentielle Zentrifugation wurden zahlreiche Details 

über die Lipidzusammensetzung - speziell in Zusammenhang mit 

degenerativen Chloroplastenstadien und der Chromoplastengenese -

publiziert. Als charakteristische Merkmale der Plastoglobuli­

zusammensetzung in Chloroplasten können gelten 

- die hohe Konzentration von ol-Tocopherol, o<... -Tocochinon und 

Plastochinon (LICHTENTHALER und SPREY 1966); 

- der hohe Gehalt der Carotinoid-Vorstufe Phytoen (BAILEY et al. 

1966); 

- das Fehlen von Chlorophyllen und p-carotin. 

Bezüglich der Kinetik der Plastidendifferenzierung und des 

Plastoglobuligehaltes und der Plastoglobuligröße lassen sich 
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folgende zusammenhänge aufführen: 

- ubiquitäre Verbreitung von Plastoglobuli bei der monotrophen 

Plastidenentwicklung (LICHTENTHALER 1966); 

- umgekehrte Proportionalität von Plastoglobuligröße und -gehalt 

gegenüber der Thylakoidmenge bei der Chloroplastendegeneration 

(BARTON 1966, LICHTENTHALER 1969 a), bei der Reversion von 

Chloroplasten in vergilbenden Blättern von Nicotiana rustica 

(LJUBESIC 1968), bei der Reversion von Chromoplasten zu Chloro­

plasten in Citrus sinensis (THOMSON et al. 1967) und wieder­

ergrünenden Plastiden von Cryptomeria japonica (TOYAMA und 

FUNAZAKI 1971) und bei der Chromoplastengenese (SPURR und 

HARRIS 1968); 

erhöhter Carotinoidgehalt in degenerierenden Plastiden 

(LICHTENTHALER 1969 a, b), erhöhter Plastidenchinongehalt 

und (Sekundär-)Carotinoidgehalt in Chromoplasten (LICHTEN­

THALER und WEINERT 1970, KLEINIG und WRISCHER 1968, SPREY 

1970). 

Der Zusammenhang von Größe, Häufigkeit sowie Lipochinongehalt 

in alten Chloroplasten und Chromoplasten und das Verhalten der 

Plastoglobuli während der Chloroplastengenese aus Etioplasten 

(SPREY und LICHTENTHALER 1966) führte zu der Auffassung, die 

Plastoglobuli als Speicherorte für überschüssige Plastidenchinone 

anzusehen. 

In der S 2-Fraktion (heavy fraction) von Plastoglobuli aus Beta 

vulgaris beträgt der Stickstoffgehalt 11 - 13,5%, in der G 2-

Fraktion (light fraction) beträgt er nur 0,88% (BAILEY et al. 

1966). Dies war der Anlaß für die folgende vergleichende Unter­

suchung über das Vorkommen von Proteinen in Plastoglobuli aus 

Etioplasten, ergrünenden Plastiden und Chloroplasten aus Primär­

blättern von H. vulgare. Darüber hinaus interessierte der Vorgang, 

wie die in hexagonal-dichtester Packung im Etioplastenstroma 

angeordneten Plastoglobuli im Zuge der Chloroplastengenese ver­

einzelt wurden. 

Plastoglobuli wurden aus Etioplasten, ergrünenden Plastiden und 

Chloroplasten (aus 7 Tage alten Dunkelkulturen, 12 Stunden be-
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lichteten und 7 Tage kontinuierlich belichteten Primärblättern) 

nach der von uns beschriebenen Methode isoliert (LICHTENTHALER 

und SPREY 1966). Um saubere, d.h. nicht durch Stromaproteine 

verunreinigte Plastoglobuli als Ausgangsmaterial für die fol­

gende Untersuchung zu erhalten, ~urde die Plastoglobuli-Fraktion 

solange mit Phos'phatpuffer über Millipore-Fil ter gewaschen, bis 

das Eluat frei von löslichen Proteinen war (LOWRY et al. 1951). 

Es wurden nur Fraktionen verwendet, die nach elektronenmikros­

kopischer Prüfung frei von Thylakoidresten waren (Abb. 33) und 

die - im Falle der Chloroplasten - absolut chlorophyllfrei waren. 

Nach Extraktion der Proteine aus der Plastoglobulifraktion mit 

0,1% SDS-hal tigen Phosphatpuffer (pH 6, 8) und Trennung in SDS­

hal tigen Polyacrylamidgelen erhält man zwei mit Amidoschwarz 

anfärbbar.e Banden. Anzahl und Lage der Proteinbanden aus den 

drei untersuchten Differenzierungsstadien (Etioplasten, ergrü­

nende Plastiden und Chloroplasten) in den 7,0%igen Gelen waren 

identisch (Abb. 34). 

Vorausgesetzt, es handelt sich im Falle der beiden Amidoschwarz­

positiven Banden um Proteine und nicht um Lipoproteine, dann 

ist eine Bestimmung der Molekulargewichte durch Co-elektropho­

rese mit Eichproteinen möglich (vgl. Kap. VI). Die Bestimmung 

der Molekulargewichte beider Fraktionen durch SDS-haltige (0,1 

bzw. 1,0%) Referenzgele mit Proteinen von bekanntem Molekular­

gewicht ergab für das Protein mit der höheren elektrophoretischen 

Beweglichkeit ein Molekulargewicht von 18 000, für das langsam 

wandernde Protein ein Molekulargewicht von 310 000 Daltons. 

Da aufgrund der Isolierungsmethode auszuschließen ist, daß es 

sich um eine Verunreinigung von Stromaproteinen oder von Pro­

teinen aus Thylakoidresten handelt, müssen beide Banden als 

(Lipo?-)Proteinbestandteil der Plastoglobuli angesehen werden. 

Ob die in den Plastoglobuli von H. vulgare gefundenen Amido­

schwarz-posi ti ven Proteinbanden auch in den Plastoglobuli anderer 

Arten verbreitet sind, sollen weiterführende Untersuchungen klä­

ren. Funktion und Zuordnung beider Proteine zu einem spezifi­

schen Strukturmerkmal (periphere Membran?) der Plastoglobuli 

sind völlig unbekannt. 
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Abb. 33: Isolierte Plastoglobuli aus Etioplasten von H. vulgare. 
Isolationsbedingungen: s. Text; Oso 4-Fixierung 

+ 

Länge cm 

Abb. 34: Proteine aus isolierten Plastoglobuli von Etioplasten 
nach gelelektrophoretischer Trennung (7% Acrylamid) in 
Gegenwart von 0,1% SDS. Das Molekulargewicht der lang­
sam wandernden Bande ist 3,1 x 105, das der schnell 
wandernden Bande beträgt 1 ,8 x 104 Daltons 

Im Zusammenhang mit Versuchen über die Funktion der Plastoglo­

buli und der Membranbildungsprozesse in ergrünenden Plastiden 

durch chase-Experimente mit 14 c-Acetat wurden Anordnung und 

Lageveränderung der Plastoglobuli in verschiedenen Differenzie­

rungsstadien (Etioplast, ergrünende Plastide, Chloroplast) ultra­

strukturell untersucht. 

Um den Vorgang der Veränderung der Plastoglobulianordnung während 



- 86 -

der lichtinduzierten Chloroplastenentwicklung zu quantifizieren, 

wurden die elektronenmikroskopischen Mikrographien von Plastiden 

mit quadratischen Feldern von 0,25)} überzogen. Die Veränderung 

der Plastoglobulizahl pro Flächeneinheit wurde prozentual als 

Verhältnis der Plastoglobulizahl in bezug auf die Gesamtzahl 

der Flächenquadrate von je 25 Plastiden aus etiolierten Primär­

blättern und aus 12 Stunden belichteten Blättern ausgedrückt. 

Die Abbildung 35 zeigt die unterschiedliche Anordnung der Plasto­

globuli in Etioplasten und ergrünenden Plastiden. In Etioplasten 

von H. vulgare sind die Plastoglobuli überwiegend in hexagonal 

dichtester Packung an der Prolamellarkörperperipherie angeordnet 

(Abb. 36). Im Zuge der lichtinduzierten Umordnung des Prola­

mellarkörpers wird die gruppenförmige Anordnung der Plastoglo­

buli verändert. Diese Umordnung ist eine Folge der Membranbil­

dungsprozesse in den Plastiden und führt zur solitären Anordnung 

der Plastoglobuli im Stroma der Chloroplasten. 

Dabei lassen sich - entsprechend den Veränderungen des Membran­

systems durch Belichtung - drei Phasen unterscheiden: 

- Anordnung der Plastoglobuli in den Etioplasten in Kugelhaufen 

mit hexagonal dichtester Packung (Abb. 36). 

- Umordnung der Plastoglobuli in Schichtebenen während der lag­

und log-Phase der Chlorophyllsynthese. Dieser Zustand wird 

nach Durchdringung der kugelhaufenartigen Anordnung der Plasto­

globuli mit Primärthylakoiden erreicht (Abb. 37). 

- Vereinzelung der Plastoglobuli im Zuge der Granathylakoidbil­

dung und der Granastapelausbildung in der logarithmischen 

Phase der Chlorophyllsynthese (Abb. 38, 39). 

Als Fazit der elektronenmikroskopischen Untersuchung ist die 

Umordnung der hexagonal dichtesten Packung der Plastoglobuli 

in den Etioplasten eine Folge lichtinduzierter Membranbildungs­

prozesse in den Plastiden, die zu der für Chloroplasten typischen, 

solitären Verbreitung der Plastoglobuli führt. Unter physiolo­

gischen Aspekten erscheint dies sinnvoll, weil die Plastoglobuli 

in Regionen aktiver Lipidsynthese an der Membranperipherie vor­

handen und verbreitet sind. 
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Abb. 35: Verteilung der Plastoglobuli in Efioplasten und 
Chloroplasten (12 Stunden Belichtung) von H. vulgare 

Abb. 36: Anordnung der Plastoglobuli in Etioplasten 7 Tage alter 
Primärblätter von H. vulgare an der Peripherie des 
Prolamellarkörpers 
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Abb. 37: Umordnung der Plastoglobuli in Schichtebenen durch 
Thylakoide zu Beginn der log-Phase der Chlorophyll­
synthese 

1 µm 

Abb. 38: Plastoglobuli der Plastiden von H. vulgare in solitärer 
Anordnung (12 Stunden Belichtung) infolge Granathyla­
koidbildung 
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Abb. 39: Veränderung der Anordnung von Plastoglobuli in Etio­
plasten, ergrünenden Plastiden und Chloroplasten 
infolge von Membranbildungsprozessen 

Weitere Hinweise über den Zusammenhang von Plastoglobulianordnung 

und Ausprägung des Thylakoidsystems ergeben sich aus Untersuchun­

gen mutativ veränderter Entwicklung von Chloroplasten (v. WETT­

STEIN et al. 1970; WALLES 1971) oder durch strahlungsbedingte 

Blockierung der Chloroplastenentwicklung (SPREY 1972). Chloro­

phylldefekte Plastiden dieses Typs mit schwach ausgeprägtem 

Thylakoidsystem haben überwiegend gruppenförmig angeordnete 

Plastoglobuli. 
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VIII. Membranassoziierte Plastiden-DNA: Isolierung und 

Abbildung 

Chloroplasten-DNA ist Gegenstand zahlreicher Untersuchungen 

zum Nachweis des Autonomiegrades dieser Organelle in Eukary­

ontenzellen. Wenig Information ist über DNA in Etioplasten 

vorhanden: sie beschränkt sich auf den elektronenmikroskopi­

schen Nachweis der DNA-Fibrillen im histonfreien Nucleoplasma 

des Stromas in Ultradünnschnitten mit Hilfe der selektiven 

Bindung von Uranylionen (GUNNING 1965, YOKOMURA 1967, SPREY 

1968). 

Gegenstand dieser Arbeit ist die Herstellung weitgehend reiner, 

intakter Fraktionen von Etioplasten und die Extraktion und 

Spreitung ihrer DNA in Proteinmischfilmen. Die Isolierung 

reiner Etioplasten - d.h. unter elektronenmikroskopischen 

Aspekten - die Präparation von Plastiden mit geschlossener, 

doppelter Hüllmembran vergleichbar ihrer Form und Struktur in 

vivo - ist· schwieriger als die Gewinnung intakter Chloroplasten­

fraktionen, weil den Etioplasten der stabilisierende Faktor 

eines ausdifferenzierten Grana- und Stromathylakoidsystems 

weitgehend fehlt. Im Saccharosegradienten erhielten wir eine 

reine Fraktion mit feinstrukturell gut erhaltenen Etioplasten. 

Diese wurden nach der Zentrifugation durch Waschen mit dest. 

Wasser osmotisch aufgebrochen und direkt - oder nach Pronase­

behandlung - mit Cytochrom c versetzt und auf Ammoniumacetat 

gespreitet ('one step release'-Methode, KLEINSCHMIDT 1968). 

Alternativ dazu wurden die Nucleinsäuren der Etioplastenfraktion 

mit Phenol extrahiert. Lösliche und ribosomale RNA wurde enzyma­

tisch mit RNase bzw. durch Fraktionierung auf der MAK-Säule von 

der Etioplasten-DNA entfernt. Die Methoden wurden in bezug auf 

die elektronenmikroskopisch abgebildeten Moleküllängen der 

kegelbedampften Etioplasten-DNA verglichen. 

a) Etioplastenisolierung 

Gerste der Sorte 1 Bido 1 wurde 6 - 8 Tage in großen Petrischalen 

(23 cm~) auf feuchtem Filterpapier bei Zimmertemperatur dunkel­

kultiviert. Die Primärblätter (500 g Frischgewicht) wurden ober-
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halb der Coleoptile abgeschnitten und mit destilliertem Wasser 

wiederholt gewaschen. Die Primärblattstückchen wurden mit der 

doppelten Gewichtsmenge an Extraktionspuffer versetzt. Der 

kalte (4°C), 0,1 M Phosphatpuffer (pH 6,8) war 0,5 Man RNase­

freier Saccharose und enthielt als Fixierungsmittel für die 

Elektronenmikroskopie 2,5% Glutaraldehyd (Ladd Res. Industries). 

Die Blattstückchen wurden 15 - 30 Sekunden in eisgekühlten Edel­

stahlbechern homogenisiert (Sorvall-Omnimixer, 12 000 Upm). Die 

Blatthomogenisierung für die Etioplastenisolierung und die wei­

tere Untersuchung von Fraction !-Protein und Nucleinsäuren er­

folgte im Glutaraldehyd-freien Extraktionspuffer. Das Homogenat 

wurde durch achtfache Mullgaze filtriert und 5 Minuten mit 

2 000 g zentrifugiert und das Sediment in 2 - 6 ml Extraktions­

puffer, der zusätzlich 0,01 M EDTA enthielt, suspendiert und 

durch vierfache Mullgaze filtriert. 

Mit etwa 1 ml Probenvolumen wurde ein diskontinuierlicher, phos­

phatgepufferter Gradient aus RNase-freier Saccharose (10 mM 

MgC1 2) austariert. Der Gradient wurde kurz vor der Probenauf­

gabe im Kühlraum geschichtet. Dazu wurden je 7 ml 2,5 M; 2,0 M; 

1,5 Mund 8 ml 1,0 M Saccharoselösung in die 30 ml Cellulose­

nitrat-Röhrchen des SW 25.1 Rotors der Beckman Spinco L 50-

Zentrifuge überschichtet. Nach 30 Minuten Zentrifugation mit 

10 000 Upm (max. 14 500 g, 4°C) sind vier Zellfraktionen vor­

handen (Abb. 40). Alternativ wurden diskontinuierliche Saccha­

rose-Gradienten mit Ficoll-Dextran-Zusatz (HONDA-Medium) ver­

wendet (SPENCER und WILDMAN 1964, HADZIYEV et al. 1968). Saubere 

Trennungen der Zellorganelle erhält man nur, wenn der Gradient 

nicht überladen ist: wird zuviel Probenvolumen aufgetragen, 

trennen sich ·die Fraktionen 2 und 3 nicht auf, und die Fraktion 3 

ist durch die Fraktion 4 kontaminiert (vgl. Abb. 40). 

b) Isolierung von Fraction !-Protein 

Als Kriterium für den Reinheitsgrad der Etioplastenfraktion wurde 

neben der elektronenmikroskopischen Kontrolle der Gehalt an 

plastidenspezifischem Fraction I-Protein bestimmt. Die abge­

tropften Fraktionen wurden gegen 0,015 M Tris, 2 mM MgC1 2 und 

0,5 mM Cysteinhydrochlorid dialysiert (pH 8,3) und 30 Minuten 
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zentrifugiert (145 000 g). Fraction !-Protein wurde säulen­

chromatographisch (Pharmacia K 15/45 Säule) an Sephadex G-100 

von den weiteren löslichen Stromaproteinen getrennt (KANNANGARA 

1969). Das Eluat wurde mit aquacide II eingeengt, TCA-gefällt 

und der Proteingehalt colorimetrisch bestimmt (LOWRY et al. 

1951). 

Fraktion 1 

Fraktion 2 

Fraktion 3 

Fraktion 4 

.. ::;;;;~;;;;;,. 

Abb. 40: Diskontinuierlicher Saccharosegradient mit zerbrochenen 
Etioplasten (Fraktion 2) und ganzen Etioplasten 
(Fraktion 3) 

c) Nucleinsäureextraktion 

Die Fraktion 3 (unzerbrochene Etioplasten) wurde abgetropft 

und mit der dreifachen Menge Saccharose-freiem Phosphatpuffer 

(0,05 M Na 2HP04 und ·0,05 M KH 2Po4 , pH 6,9) verdünnt, gegen 

Phosphatpuffer dialysiert und mit 25 000 Upm (max. 90 000 g) 

im SW 25.1 Rotor 60 Minuten zentrifugiert. Das Sediment wurde 

mit Phenol extrahiert (KIRBY et al. 1967). Dazu wurde das Etio­

plastensediment mit je 2 ml NPA (6% Natrium-p-aminosalicylat 

in dest. H20) und 2 ml Phenol-m-Kresol versetzt und 12 Stunden 

in einer Mischapparatur durch Drehung in vertikaler Ebene ge­

mischt (24 Upm, 4°C). Die Äthanol-Kresol gefällten Etioplasten­

nucleinsäuren (-20°C) wurden abzentrifugiert, in Phosphatpuffer, 

der 0,01 M EDTA enthält, gelöst, mit RNase abgebaut (1 mg/ml, 
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37°C, 90 Minuten) und mit gleichem Volumenanteil Isoamyl­

alkohol-Chloroform (1:24, v/v) ver~etzt und in horizontaler 

Lage mit einem Rührmotor durchmischt (20 Minuten, 4°C). Nach 

Phasentrennung durch Zentrifugation wurde der überstand direkt 

zur Spreitung verwendet. 

d) Nucleinsäuretrennung 

Alternativ zum enzymatischen RNA-Abbau wurden die phenolextra­

hierten Nucleinsäuren (50-200 O.D.) aus isolierten Etioplasten 

und etiolierten Primärblättern säulenchromatographisch mit 

methyliertem Albumin an Kieselgur (MAK) fraktioniert (SUEOKA 

und CHENG 1962). Die löslichen Nucleinsäuren wurden mit phos­

phatgepuffertem 0,5 M NaCl (pH 6,9) eluiert. Die DNA wurde im 

0,1 M phosphatgepufferten (pH 6,9) Gradienten (0,5 M - 1 ,O M 

NaCl) von der MAK-Säule eluiert. Anschließend wurde die gesamte 

ribosomale RNA mit phosphatgepuffertem 1 ,5 M NaCl eluiert. Die 

DNA wurde mit Isoamylalkohol-Chloroform gereinigt, mit Äthanol 

gefällt (-io°C) und in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 6,9) oder SSC­

Puffer gelöst (0,15 M NaCl + 0,015 M Natriumcitrat, pH 7,1) 

und sofort zur Spreitung benutzt (KLEINSCHMIDT 1968). 

e) Spreitung in.Proteinmischfilmen 

Zur Spreitung der DNA in Proteinmischfilmen wurden 0,02 ml iso­

lierte Etioplasten oder gelöste Etioplasten-DNA (Konzentration 

2)1 g/ml) mit 0,08 ml 3 M Ammoniumacetat (pH 5,0), 0,02 ml Cyto­

chrom c (0,06% in bidest. H20) und 0,001 ml Isopropanol (1,0% 

in bidest. H20) gemischt. Davon wurde 0,1 ml mit Hilfe eines 

schräggestellten Glasobjektträgers auf einem mit 0,3 M Ammonium­

acetat (pH 5,0) gefüllten, teflonbeschichteten Aluminiumtrog 

(Fusion Labs Division) gespreitet. Nach Adsorption der gesprei­
teten DNA an Formvar-befilmte Cu-Netzehen und Reinigung mit 

dest. H2o und Isopropanol wurde mit einer Kegelbedampfungsein­

richtung (Edwards E12E2) im Hochvakuum (10- 4 Torr) enggewickel­

ter Platindraht (6 cm Länge, 0,1 mm Durchmesser) von einem 

Wolframdraht (2 mm Durchmesser) unter einem Winkel von 6-8° 

aufgedampft (11-14 Umdrehungen des Probentellers während der 

Bedampfung). 
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Neben der Lysis isolierter Etioplasten und der Spreitung ihrer 

DNA wurde die gereinigte Plastidensuspension mit DNase-freier 

Pronase (4 mg/ml in 1% NaCl, CHATTORAJ 1971) behandelt. 

f) Elektronenmikroskopie 

Zur elektronenmikroskopischen Abbildung der DNA (Siemens Elmis­

kop I, Kondensoraperturblende 100f m, Objektivblende 1s1um, 

Hochspannung 60 kV) wurde eine 10 000-fache Primärvergrößerung 

benutzt. Auf der IBM-370-Rechenanlage der Kernforschungsanlage 
Jülich (Zentralinstitut für Angewandte Mathematik) wurde die 

Längenverteilung von 568 Einzelobjekten berechnet. Die Endver­

größerung wurde mit Hilfe eines Eichgitters (E. Fulham, NY.) 

bestimmt. Das Eichgitter wurde bei gleicher Primärvergrößerung 

photographiert und sekundär gleich stark vergrößert. Die Benutzung 

verschiedener Projektoren (Anfertigung eines Zwischenpositivs 

und Vergrößerung mit einem Episkop) ergab einen maximalen, durch 

die Vergrößerung bedingten Fehler von 3%. Dieser Fehler wurde 

im benutzten FORTRAN-Programm berücksichtigt. Die Moleküllängen 
wurden nach der bei KLEINSCHMIDT und Mitarbeitern (1962) ange­

gebenen Methode bestimmt. Die Gesamtvergrößerung betrug 269 000. 

Zur Bestimmung des Reinheitsgrades der mit Glutaraldehyd fixier­

ten und im Saccharose-Gradienten getrennten Etioplasten wurden 

die Fraktionen abgetropft, in Oso4 fixiert und in Epon einge­

bettet (SABATINI et al. 1968, SPURR 1971). Die Ultradünnschnitte 

wurden mit Bleicitrat kontrastiert (REYNOLDS 1963) und elektro­

nenmikroskopisch untersucht. 

Nach Homogenisierung etiolierter Gerstenblätter und Zentrifu­

gation erhält man im diskontinuierlichen Saccharosegradienten 

vier sauber getrennte Fraktionen (Abb. 40). Direkt auf der 

Gradientenoberfläche schwimmt eine nicht sedimentierbare, grau­

gelbliche Lipidschicht aus Plastoglobuli. Eine schmale graue 

Zone (Fraktion 1), die überwiegend Mitochondrien, Membranreste, 

Ribosomen und lösliche Proteine enthält, befindet sich im über­

stand. 

Über der Grenzschicht von 1,0 - 1 ,5 M Saccharose befindet sich 

eine gelbe Zone (Fraktion 2) aus zerbrochenen Etioplasten und 
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wenigen morphologisch intakten Etioplasten (Abb. 40). Sie ent­

hält nach Vorfixierung mit Glutaraldehyd überwiegend ultra­

strukturell gut erhaltene Prolamellarkörper, Stromathylakoide, 

Mitochondrien und nicht näher identifizierbare Zellbestandteile. 

Die Etioplastenmembranen aus dieser Fraktion sind nach elektro­

nenmikroskopischer Untersuchung weitgehend frei von anhaftenden 

Stromaresten (Abb. 41, Tab. IX). Die intensiv gelb gefärbte 

dritte Zone in der Schicht von 1 ,5 M Saccharose enthält einen 
hohen Prozentsatz ultrastrukturell gut erhaltener Etioplasten, 

die nur durch wenige Mitochondrien verunreinigt sind (Abb. 42, 

Fraktion 3). Diese Fraktion ist - falls der Gradient nicht mit 

zuviel Probenvolumen überladen wird - frei von Kernen. Bakterien­

kontaminationen ließen sich elektronenmikroskopisch weder in 

der Fraktion 2 noch in der Fraktion 3 nachweisen. Die Etiopla­
sten dieser Zone gleichen in ihrer Ultrastruktur weitgehend dem 

Aussehen der Etioplasten in vivo: sie sind mit einer doppelten 

Plastidenhülle umgeben, enthalten ein oder zwei Prolamellarkör­

per und wenige Stromathylakoide. Im Gegensatz zu den linsen­

förmigen Etioplasten der Mesophyllzellen sind die isolierten, 

glutaraldehyd-fixierten Etioplasten häufig etwas angeschwollen. 

Im Plastidenstroma sind Plastoglobuli, Ribosomen, fibrilläre 

Bündel (des Fraction !-Proteins?) und DNA-haltige Stromaareale 

vorhanden (Abb. 43). Etwa 18% dieser Fraktion sind zerbrochene 

Etioplasten, d.h. in erster Linie stromafreie Plastidenreste, 

die nur aus Prolamellarkörpern, Stromathylakoiden und Hüllmem­

branresten bestehen. Das Stroma und die Plastoglobuli sind in­

folge der Beschädigung der Plastidenhüllen bei der Isolierung 

weitgehend ausgeflossen. Die Verunreinigung dieser Fraktion 3 

ist mit 11% relativ hoch. Es handelt sich jedoch in erster Linie 

um Membranreste nicht plastidärer Herkunft, die bei der Partikel­

auszählung pro Flächeninhalt mit berücksichtigt wurden. 

Eine im Aussehen graue Zone (Fraktion 4) befindet sich über der 

Abb. 41: Isolierte Prolamellarkörper aus der Fraktion 2 nach 
Glutaraldehyd-Zusatz (2,5%) zum Extraktionspuffer 

Abb. 42: Isolierte Etioplasten aus der Fraktion 3. Isolierungs­
bedingungen unter Glutaraldehydzusatz 
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Sprungschicht von 2,0 - 2,5 M Saccharose. Diese Zone ist frei 

von Etioplasten (Abb. 40). 

Die Untersuchung des Fraction !-Proteins und der Nucleinsäuren 

nach Plastidenisolation mit Glutaraldehyd-freien Extraktions­

puffern führt zu diesen Ergebnissen. Die Verteilung des Fraction 

!-Proteins in den vier Einzelfraktionen zeigt folgende Vertei­

lung nach säulenchromatographischer Trennung an Sephadex G-100. 

Erwartungsgemäß war die Konzentration des Fraction !-Proteins 

im überstand (Fraktion 1) mit 65,6% am höchsten. Fraktion 2 

(zerbrochene Etioplasten) enthielt 10,9% Fraction !-Protein 

gegenüber 23,4% in der Fraktion 3 (intakte Etioplasten). Frak­
tion 4 war völlig frei von Fraction !-Proteinen. 

Tab. IX 

Prozentuale Verteilung von Etioplasten im Saccharosegradienten 

nach Glutaraldehyd-Zusatz 

Etioplasten Mitochondrien Cytoplasmat. 
intakt zerbrochen Bestandteile 

Fraktion 2 4,5 73,5 17 '3 4,7 

Fraktion 3 64,0 1 7 , 9 6,9 11 '2 

Nach Fraktionierung der phenolextrahierten Nucleinsäuren aus 

der Etioplastenfraktion 3 auf der MAK-Säule (Abb. 44) und 

Spreitung der gereinigten DNA ergaben sich folgende Verhält­

nisse für die Längenverteilung der Etioplasten-DNA (Abb. 47): 

Bei Berücksichtigung aller Bruchstücke liegt das Maximum der 

Längenverteilung der Etioplasten-DNA bei 3 - 5f m. Etwa 10% der 

DNA hatte Längen von über 10f m. Die größten, linearen Moleküle 

waren 2 7 f m 1 an g (Abb . 4 5 , 4 6 ) . 

Das Verteilungsdiagramm ist für phenolextrahierte Etioplasten-
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Abb. 43: Ausschnitte aus isolierten Etioplasten der Fraktion 3 
mit doppelter Plastidenhüllmembran, Prolamellarkörper, 
Plastoglobuli (Abb. 43a), mit DNA-haltigen Stromaarealen 
nach Uranylacetatkontrastierung (Abb. 43b) und mit 
parakristallin angeordnetem (Fraction I ?)Protein 
(Abb. 43c, s. Hinweispfeile). Isolierungs- und Fixie­
rungsbedingungen wie in Abb. 41, 42 
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nucleinsäuren, deren RNA enzymatisch abgebaut wurde, identisch. 
In allen Fällen ist die Etioplasten-DNA nach dreimaliger Phenol­

extraktion frei von anhaftenden Membranen bzw. Membranresten. 

Ringförmige DNA wurde nach Phenolextraktion der Etioplasten-DNA 
selten gefunden. In den meisten Fällen war die DNA linear und 

ließ sich durch DNase (10f g/ml, 30 Minuten, 3S°C) abbauen. 
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Abb. 44: Trennung von Nucleinsäuren aus etiolierten Primär­
blättern und isolierten Etioplasten (Fraktion 3) im 
diskontinuierlichen NaCl-Gradienten auf MAK-Säule 
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Die direkte Spreitung nach Lysis der gereinigten Etioplasten 

und nach teilweisem enzymatischen Abbau der Plastidenproteine 

durch Pronase ergibt eine Vielzahl von Objekten, die denen in 

Abbildung 48 und 49 vergleichbar sind. Sofern die Moleküllän~en 

nach der oben beschriebenen Meth~de der Längenverteilung über­

haupt meßbar sind und nicht durch Überlagerung von Membranen 

Abb. 45: Bruchstücke gespreiteter Etioplasten-DNA nach Phenol­
extraktion isolierter Etioplasten (Fraktion 3). Die 
DNA wurde mit Uranylacetat positiv kontrastiert und 
im Negativkontrastverfahren elektronenmikroskopisch 
abgebildet (vgl. KLEINSCHMIDT 1968) 

oder Membranresten unauswertbar waren, liegen die DNA-Längen 

der Etioplasten im Bereich von 20 - 400f m. Das Maximum der 

Längenverteilung liegt bei etwa 40f m· Etwa 10% der Moleküle 

sind länger als 100/lm (Abb. 47). Die DNA aus Etioplasten ist 

zum Teil mit Membranen und Membranresten assoziiert (Abb. 49). 

Freie Enden der gespreiteten Etioplasten-DNA wurden nach der 
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Abb. 46: Pt-kegelbedampfte DNA aus isolierten Etioplasten nath 
Phenolextraktion und Spreitung in 0,3 M Ammoniumacetat 
(pH 5,0) 
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'one step release'-Methode selten gefunden. 

In unmittelbarer Nähe der Membran sind die meist vielsträngi­

gen DNA-Fibrillen mit mehreren getrennten Stellen membran­

assoziiert, verlaufen dann mehrsträngig, d.h. meist als zwei 

stark verdrillte Doppelstränge, und liegen erst an der Peri­

pherie als ein geschlossener Doppelstrang vor (Abb. 49). Auf 

einen prozentualen Vergleich membranassoziierter und freier 

DNA aus Etioplasten wurde verzichtet, weil durch die Isolie­

rung und Spreitung der Etioplasten-DNA wahrscheinlich die 

in vivo-Verhältnisse verschoben werden. 

Ein methodischer Vergleich phenolextrahierter Etioplasten-DNA 

mit DNA, die nach direkter Spreitung aus isolierten, osmotisch 

aufgebrochenen Etioplasten und teilweise nach enzymatischer 

Hydrolyse der Plastidenproteine durch die Proteinase "Pronase 

P" gewonnen wurde, läßt folgende Aussage zu. 

Die längsten DNA-Moleküle erhält man nach der 'one step release'­

Methode der isolierten Etioplasten in Proteinmischfilmen auf 

Ammoniumacetat. Die teilweise nach Pronase-Abbau der Etiopla­

stenproteine gewonnenen DNA-Moleküle zeigen nach Spreitung mit 

Cytochrom c keine oder nur sehr selten freie Enden. Setzt man 

voraus, daß die nach Phenolextraktion kürzere, lineare DNA zer­

brochene DNA ist, die durch Scherkräfte bei der Extraktion oder 

durch Entfernung von 'linker'-Proteinen durch Phenolextraktion 

entstanden ist, dann dürfte die durch osmotisches Aufbrechen 

der Plastiden gewonnene DNA den Längenverhältnissen in vivo 

entsprechen. Unter diesem Aspekt ist diese direkte Methode 

schonender: sie ergibt lange Moleküle (mittlere Länge 40f m), 

die - da kaum freie Enden vorhanden sind - wahrscheinlich ring­

förmig ist. 

Die allgemeine Vorstellung, daß die histonfreie Plastiden-DNS 

ausschließlich frei im Plastidenstroma vorkommt, bedarf somit 

einer wichtigen Einschränkung: Etioplasten-DNA ist oder kann 

zumindest zeitweilig membranassoziiert oder membrangebunden 

sein. 



- 103 -

% 

40 

30 
Phenolextrahierte Etioplasten-DNA 

20 

0 10 20 30 40µm 

Abb. 47: Längenverteilung von Etioplasten-DNA nach Phenol­
extraktion und MAK-Chromatographie (oben) und 
nach Lysis der Etioplasten durch osmotischen Schock 
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Ähnliches gilt für Acetabularia-Chloroplasten und Sphacelaria­

Chloroplasten, die nach osmotischem Schock gespreitet wurden 

(BOGORAD und WOODCOCK 1970, GREEN et al. 1970, BISALPUTRA und 

BURTON 1969). Über die Art der Bindung der Plastiden-DNA, den 

Bindungsort und seine Funktion ist nichts bekannt. Bezüglich 

der Lokalisierung des DNA-Membrankomplexes ergeben sich fol­

gende Möglichkeiten: er könnte Bestandteil der inneren Membran 

der Plastidenhülle oder/und Teil des inneren Membransystems 

der Etioplasten (Prolamellarkörper, Stromathylakoide) sein. 

In bezug auf die Funktion des Bindungsortes der DNA und der 

Membranen wären zwei Möglichkeiten diskutabel: er könnte u.a. 

membrangebundene Enzyme besitzen, die an der Initiation der 

DNA-Synthese und an der Verlängerung und Replication der Pla­

stiden-DNA beteiligt sind. Wenn diese Annahme zutrifft, wäre 

eine weitere Parallele zwischen dem System der Plastiden und 

der Bakterien zu ziehen. Bakterien besitzen innere Membran­

invaginationen (Mesosomen, JACOB et al. 1966). Diese DNA­

Membrankomplexe (RYTER et al. 1968) sind wahrscheinlich am 

Start, an der Verlängerung der DNA und der Beendigung der Re­

plication des Bacillus subtilis Chromosoms beteiligt (SUEOKA 

und QUINN 1968, ROSENBERG et al. 1968). 

Darüber hinaus könnte der DNA-Membranbindungsort eine Art 

'Trägerfunktion' für die DNA-Replication in der Plastide be­

sitzen. Es ist anzunehmen, daß die Weitergabe der langen Pla­

stiden-DNA Moleküle während der Plastidenteilung an und mit 

Hilfe einer oder mehrerer spezifischen Membranstellen erfolgt. 

Replizierte, frei im Plastidenstroma vorkommende DNA würde -

vor allem, wenn sie in 'polyenergider' Form vorliegen sollte -

zufällig auf die Plastidenhälften bzw. Tochterplastiden bei 

der Plastidenteilung verteilt. Eine kontinuierliche Weitergabe 

informativer Plastidengene wäre so nicht gewährleistet. Unter 

diesem Aspekt wäre es denkbar, daß der Modus der Regulation 

der DNA-Replication und der Plastidenteilung nach dem von CLARK 

(1968) an E. coli entwickelten Modell der DNA-Replication, der 

Nucleoid- und Zellteilung verläuft· 

Eine Bestätigung dieser Vorstellung scheint bisher in all den 
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Abb. 48: Gespreitete Etioplasten-DNA nach Lysis der Etioplasten 
durch osmotischen Schock (keine Pronasebehandlunß, 
Pt-Kegelbedampfung). Bei den kontrastreichen Membran­
resten handelt es sich wahrscheinlich um Reste von 
Prolamellarkörpern. Die Etioplasten wurden unter 
Glutaraldehyd-freien Bedingungen isoliert 
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Fällen gegeben zu sein, wo die Verteilung der DNA-haltigen 

Nucleoplasmen während der Plastidenteilung verfolgt wurde. 
Vor der Plastidenteilung wird die Zahl der Nucleoplasmen ver­

doppelt (SPREY 1968, BISALPUTRA-BISALPUTRA 1970). Oder es hat 
sich im Falle von Chloroplasten aus Sphacelaria der Genophor, 

ein peripheres ringförmiges Nucleoplasma (BISALPUTRA und 
BISALPUTRA 1969), in zwei Tochterschleifen aufgeteilt, die 

dann bei der Plastidenteilung durch Anheftung an die inneren 
und peripheren Thylakoide auf die Tochterplastiden verteilt 
werden (BISALPUTRA und BURTON 1969, BISALPUTRA und BISALPUTRA 

1970). 

Da die Länge der über 1001um langen Moleküle infolge ihrer An­
ordnung nach der Spreitung nur abgeschätzt werden konnte, dürften 

di~ Minimallängen der längsten gefundenen Moleküle etwa 400f m 
betragen. Nimmt man an, daß pro Plastide nur eine Membranregion 

mit DNA assoziiert ist und die längsten nachgewiesenen M~leküle 
das gesamte Genom der Plastide darstellen, so läßt sich die 

Codonkapazität überschlagmäßig bestimmen. Für 1f m Fadenlänge 

wird bei einem Guanin- + Cytosin-Anteil von 34 Mol.-% ein Mole­

kulargewicht von 2,08 x 106 angegeben (KLEINSCHMIDT et al. 1962). 

Nimmt man einen G+C-Anteil von 50% an (Spinacea oleracea 46%, 

CHUN et al. 1963; Beta vulgaris 46%, CHUN et al. 1963, G+C­
Anteil bestimmt aufgrund der Dichte im CsCl-Gradienten), dann 

erhöht sich das Molekulargewicht pro f m DNA-Länge auf 2,1 x 106 . 

Setzt man voraus, daß die längsten gefundenen Moleküle von 

400f m den in vivo-Längen eines Plastidengenoms entsprechen, 
so ergibt sich ein DNA-Gehalt von 1 ,35 x 10- 15 g pro Plastide. 

Bezogen auf einen diploiden Pflanzenzellkern mit einem DNA­

Gehal t an 10- 11 g (McLEISH und SUNDERLAND 1961) hat eine Pla­

stide etwa 1/10 000 des DNA-Gehalts. Nimmt man 100 Plastiden 
in einer Mesophyllzellen an, dann macht die gesamte Plastiden-

Abb. 49: DNA aus lysierten Etioplasten nach Spreitung und 
Ft-Kegelbedampfung. Die DNA hat teilweise 'Zentren' 
(s. Hinweispfeile) und zeigt selten freie Enden 
(Abb. 49a). Sie ist polyfibrillär an getrennten 
Stellen mit dem Membrankomp1ex assoziiert (Abb. 49b, 
Vergrößerungsfaktor wie in Abb. 49a) 
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DNA ungefähr 1% des gesamten DNA-Gehaltes einer Zelle aus. 

Unberücksichtigt bleibt dabei der Gehalt extranuclearer 
Mitochondrien-DNA. 

Legt man zur Codierung eines Proteins mit 200 Aminosäuren 

600 Basen zugrunde, so könnten von 1 x 10- 16 g DNA 160 Proteine 

(mittleres Molekulargewicht 27 000) synthetisiert werden (KIRK 

1966). Vierhundert )1 m (bzw. 40 f m) lange Etioplas ten-DNA würde 
ausreichen, um etwa 2 000 (bzw. 200) Proteine der oben genann­

ten Spezifikation zu synthetisieren. Im Falle der 400/1m langen 
Plastiden-DNA dürfte die Plastide genügend Informationskapazi­

tät haben, um alle pufferlöslichen Stromproteine, pufferlös­
lichen Struktur- und Ribosomenproteine selbst zu codieren. Diese 
Überlegung ist rein spekulativer Natur, da (1) Kern-DNA an der 

Synthese plastidenspezifischer Proteine beteiligt ist (KIRK 
1966), (2) keine oder kaum Ansätze zur Bestimmung der Redundanz 

von Plastiden-DNA vorliegen und (3) nicht ausgeschlossen ist, 

daß ähnlich den Verhältnissen der Mitochondrien-DNA (PAOLETTI 

et al. 1972) die Plastiden-DNA in circulärer, oligomerer Form 

vorliegt. 

Bestimmung des DNA-Gehaltes pro Chloroplast mit verschiedenen 

Methoden (Diphenylamin, CsCl-Gradient, Spreitung mit Cytochrom c 
und elektronenmikroskopische Abbildung) ergeben in bezug auf den 

hier bestimmten DNA-Gehalt für Etioplasten-DNA von Hordeum vul­
gare (1,35 x 10- 15 g/Plastide) vergleichbare Werte: Chlamydomonas 

reinhardi 8,6 x 10- 15. (CHIANG und SUEOKA 1967), Euglena gracilis 
1,2 x 10- 15 g (EDEL:MAN et al. 1964), Acetabularia mediterranea 

3 x 10- 15 g, (WOODCOCK und BOGORAD 1970), Vicia faba 2 x 10- 15 g 

(KIRK 1963, 1967), Nicotiana glutinosa 4,7 x 10- 15 g (TEWARI 
WILD:MAN 1967), Antirrhinum majus 5,6 x 10- 15 g (RUPPEL und van 
WYCK 1965). Die Menge an DNA pro Plastide (1-8 x 10- 15 g) liegt 

größenordnungsmäßig im Bereich von E. coli-DNA (5 x 10- 15 g; 

CAIRNS 1963). 

Die Ursache für die zum Teil erhebliche Variationsbreite in der 

Länge gespreiteter Plastiden-DNA liegt einmal an den unterschied­

lichen Spreitungs- und Extraktionsmethoden. Der Einfluß von 

Extr~ktionsmethoden und die Verwendung verschiedener Hypophasen 
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auf die Moleküllänge ist bekannt (INMAN 1967, LANG et al. 1970). 
Darüber hinaus sind die zum Teil extrem langen Chloroplasten­

DNA Moleküle Acetabularia mediterrandea 42,7 - 80,5? m (GREEN 

et al. 1970), 50 - 1000fm (WOODCOCK und BOGORAD 1970), Spineacea 

oleracea 40 - 160f m; WOODCOCK und FERNANDEZ-MORAN 1968 und 
Etioplasten-DNA Längen nur Schätzungen, die mit den üblichen 
Methoden der Längenvermessung von Phagen-DNA (KLEINSCHMIDT et 

al. 1962) nicht zu erfassen sind. Der Verlauf der Doppelstränge: 

supercoiling (MANNING und RICHARDS 1972), Vielstranganordnung, 
rosettenförmige Lage mit Zentren und dichte Packung der langen 
Plastiden-DNA Moleküle macht auch die von DÖRFLER und KLEINSCHMIDT 

(1970) verwendete Auswertungsmethode mit Computer unmöglich. 

Die Verwendung eines internen Standards - z.B. eine DNA bekannter 

Länge - ist bei der Anordnung der Etioplasten-DNA nach der 'one 

step release'-Methode irrelevant. Die Anordnung der Etioplasten­

DNA nach Spreitung in Proteinmischfilmen ist den Verhältnissen 
von Bakterien Protoplasten-DNA (KLEINSCHMIDT und LANG 1962), 

der schnell sedimentierbaren T4-Phagen-DNA (HUBERMANN 1968) und 

der Chloroplasten-DNA von Acetabularia (GREEN et al. 1970) ver­
gleichbar. Eine vergleichbare Anordnung ergibt sich auch für 
Hemophilus-DNA nach Spreitung der lysierten Sphaeroblasten 

(MAC HATTIE et al. 1965). 

Neben den methodenbedingten Meßfehlern wäre - zur Erklärung der 

erheblichen Unterschiede in der Länge der Plastiden-DNA Mole­
küle - denkbar, daß die Plastiden-DNA, ähnlich den Verhältnissen 

der Mitochondrien-DNA, in monomerer bis oligomerer, circulärer 
Form vorliegt. 

Ringförmige DNA von relativ einheitlicher Konturlänge ist in 

Chloroplasten von Euglena graiclis (40f m), Spinacia oleracea 

(44 f m) und Zea mays (43 f m) nach Pronase-SDS und Phenolextrak­
tion mit Spreitung in Proteinmonolayer nachgewiesen worden 

(MANNING et al. 1971, 1972). Aufgrund dieser Ergebnisse darf 

man annehmen, daß linker-Proteine in Plastiden nicht vorhanden 
sind und die von WONG und WILDMAN (1972), WOODCOCK und FERNANDEZ­

MORAN (1968) und uns nachgewiesene kurze, lineare DNA wahrschein­
lich durch Scherkräfte bei der Phenolextraktion zerbrochen ist. 
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Das Histogramm phenolextrahierter Etioplasten-DNA zeigt ein 

Verteilungsmaximum für 3 - Sf m lange DNA. Dieses Ergebnis 

resultiert aus der Längenverteilung aller meßbaren Bruchstücke 

() 0, 1 f m). Klammert man unerlaubterweise diese kurzen Stücke 
bei der Längenverteilung aus (WONG und WILDMAN 1972, CHATTORAJ 

1971), so ergibt sich ein falsches Bild von den realen Verhält­

nissen. 

Im Gegensatz zur Phenolextraktion erhält man nach der 'one step 

release'-Methode heterogene Längen von membranassoziierter Pla­
stiden-DNA. Für Acetabularia fanden WOODCOCK und BOGORAD (1970) 

variierende Längen von 50 - 1000f m. DNA aus osmotisch lysier­

ten Plastiden von Spinat hat Längen von 20 - 160f m (WOODCOCK 
und FERNANDEZ-MORAN 1968). Die Längenverteilung von Etioplasten­

DNA der Gerste liegt im Bereich von 20 - 400/1m mit einem Maxi­

mum b e i 4 0 1u m . 

Denkbar wäre, daß - zur Interpretation der zum Teil methodenbe­
dingten divergierenden Ergebnisse - Plastiden-DNA, wie Mitochon­

drien-DNA in circulärer monomerer bis oligomerer, möglicherweise 

verketteter Form vorliegt (HUDSON et al. 1968), PAOLETTI et al. 

1972). Etioplasten-DNA könnte demnach Konturlängen von n x 40f m 

besitzen, wobei 'tandem repeats' innerhalb eines Monomeren und 
Wiederholungen gleicher Nucleotidsequenzen in den Oligomeren 

auftreten könnten (WELLS und BIRNSTIEL 1969, BASTIA et al. 1971). 

Da die Etioplasten-DNA polyfibrillärer mit mehreren, getrennten 

Stellen einer Membranregion assoziiert, ist anzunehmen, daß 
mehrere getrennte Moleküle an den getrennten Stellen mit dieser 

Membranregion einen oder mehrere DNA-Membrankomplexe, in einer 

z.B. polyploiden Plastiden (vgl. HERRMANN 1969, 1970), bilden. 
Es ist aber nicht auszuschließen, daß es sich um ein einziges 

DNA-Molekül handelt, das an mehreren getrennten Stellen mit der 

Membran assoziiert ist. Im letzteren Falle lägen mehrere, ge­

trennte Membrananheftungspunkte für ein Plastidenchromosom vor; 

eine Situation, vergleichbar den Verhältnissen des Membran-DNA 
Komplexes von E. coli (ROSENBERG und CAVALIERI 1968). 
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IX. Ribosomale RNA: Gelelektrophoretische Trennung und 

elektronenmikroskopische Abbildung 

Die Sedimentationskoeffizienten von Ribosomen aus den Chloro­

plasten und dem Cytoplasma höherer Pflanzen sind verschieden: 

Chloroplastenribosomen haben Sedimentationskoeffizienten von 

ungefähr 70 Svedberg Einheiten (S) gegenüber den Cytoplasmari­

bosomen von etwa 80 S (LYTTLETON 1962, BOARDMAN et al. 1966). 

In ihrem Sedimentationsverhalten lassen sich die Ribosomen aus 

Chloroplasten mit 70 S-Ribosomen aus Bakterien und Cyanophyceen 

vergleichen (Mittelwert von 25 Bakterienspecies und zwei Cyano­

phycee~arten: 68,4 S, TAYLOR und STORCK 1964). 

Der Unterschied im Sedimentationsverhalten undissoziierter 

Monosomen vom 70 S- bzw. vom 80 S-Typ läßt sich auch auf deren 

Untereinheiten und ihre ribosomalen Ribonucleinsäuren (rRNA) 

übertragen (TAYLOR et al. 1966, STUTZ und NOLL 1967). Chloro­

plastenribosomen besitzen drei Typen von RNA: hochmolekulare 

rRNA mit Sedimentationskoeffizienten von etwa 23 S und 16 S, 

entsprechend einem Molekulargewicht von 1 ,10 bzw. 0,56 x 106 

(LOENING und INGLE 1967, LOENING 1968) und eine niedermoleku­

lare Komponente von 5 S (DYER und LEECH 1968, RUPPEL 1969). 

Monosomen vom 80 S-Typ aus höheren Pflanzen haben rRNA mit an­

genäherten S-Werten von 25 S, 18 Sund 5 S (LOENING und INGLE 

1967), für deren hochmolekulare RNA LOENING (1968) Molekular­

gewichte von 1,3 bzw. 0,7 x 106 angibt. Die niedermolekulare 

rRNA-Komponente aus Chloroplasten und dem Cytoplasma ist in 

ihrer elektrophoretischen Mobilität in Polyacrylamidgelen (DYER 

und LEECH 1968, DYER et al. 1971) und ihrem säulenchromatogra­

phischen Verhalten an methyliertem Albumin mit Kieselgur (MAK) 

verschieden (DYER und LEECH 1968, RUPPEL 1969, PAYNE und DYER 

1971, 1972). 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Sedimentationskoeffizien­

ten von rRNA aus etiolierten Primärblättern der Gerste durch 

Coelektrophorese mit rRNA-Standards von E. coli mit bekannten 

S-Werten (23 S, 16 S) nach ihrer Trennung in Polyacrylamidgelen 

bestimmt. Weiter interessierte die Frage, inwieweit sich die 

Methode der Molekulargewichtsbestimmung durch elektronenmikros-
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Abb. 50: Coelektrophorese von rRNA aus E. coli mit Nuclein-
säuren von Hordeum vulgare in 2,4%igen Polyacrylamid­
gelen (Trenndauer 4 Stunden, 5 mA/Gel). Die Pherogramme 
zeigen die getrennten Fraktionen des Nucleinsäureextrak­
tes von etiolierten Gerstenblättern (Probenmenge: 110f g) 
und Eichsubstanzen von rRNA aus E. coli in den Ober­
.gelen (Probenmenge 20 ug 16 S RNA, 20µ g 23 S RNA). Die 
Eichsubstanzen wurden/nach MAK-Frakti6nierung der Nuc­
leinsäuren von RNase-freien E. coli gewonnen (Miles 
Laboratories, Inc.). Nach Coelektrophorese von E. coli 
RNA und Nucleinsäuren von Gerste (oberes Pherogramm) 
haben 23 S RNA und 16 S RNA aus E. coli und aus Etio­
plasten gleiche Mobilität (vgl. Abb. 51) 
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kopische Abbildung der hochmolekularen rRNA in Proteinmonolayer 

(KLEINSCHMIDT 1968, BEER 1968, GRANBOULAN und SCHERRER 1969) 
mit den bei LOENING (1968) angegebenen Molekulargewichten für 
hochmolekulare rRNA vergleichen läßt. 

Bei Verwendung zusammengesetzter Polyacrylamidgele (2,4%iges 

Obergel, 7,5%iges Untergel, SPREY 1972) trennen sich unter den 
bei LOENING (1967) angegebenen Bedingungen folgende Nuclein­

säurefraktionen in Richtung abnehmender Molekulargewichte im 

Obergel auf: DNA, 25,5 S, 23 S, 18 Sund 16 S. Im Untergel 

(7,5%) lassen sich die 5 Sund 4 S RNA auftrennen. Die 5 S RNA 
kann in hochkonzentrierten Gelen (12,S und 15%) in ihre cyto­
plasmatische und plastidäre Komponente weiter aufgetrennt wer­

den (SPREY, in Vorbereitung). 

Nach der Coelektrophorese von rRNA aus E. coli mit Nucleinsäure­

extrakten aus acht Tage alten, etiolierten Primärblättern der 

Gerste (Sorte 'Bido') in Polyacrylamidgelen hat die rRNA aus 

E. coli gleiche Mobilität wie die 23 S und 16 S rRNA der Etio­

plasten (Abb. SO, 51). LOENING und INGLE (1967), LOENING (1968), 
SMILLIE und SCOTT (1969) fanden identische Resultate beim Ver­
gleich der rRNA aus Chloroplasten von Euglena gracilis mit rRNA 

von E. coli. 

Schwierigkeiten ergaben sich besonders bei der Charakterisierung 

der 23 S rRNA aus Chloroplasten (POLLARD et al. 1966, SPENCER 

und WHITFIELD 1966), da die Abwesenheit divalenter Kationen 
(z.B. Mg++) im Extraktionsmedium und bei der Trennung sowie die 

Anwendung ungeeigneter Extraktionsmethoden (z.B. Homogenisatoren 

mit schnell rotierenden Messern) zu einer Degradierung der pla­
s tidären 23 S RNA führen kann (INGLE 1968, DYER et al. 1971, 
LOENING und INGLE 1967). Im Falle der Nucleinsäure-Extraktion 

aus etiolierten Primärblättern der Gerste wurde deshalb das 

Blattmaterial in eisgekühlten Mörsern zerrieben. 

In Polyacrylamidgelen ist das Verhältnis der Mobilität der Ribo­

nucleinsäuren umgekehrt proportional dem Logarithmus der Sedi­

mentationskoeffizienten (LEWICKI und SINSKEY 1970). Aufgrund 

der identischen Wanderungsstrecken der 23 S und 16 S RNA aus 
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Etioplasten und E. coli wurden die S-Werte der restlichen RNA­
Fraktionen aus den 80 S-Ribosomen in den Polyacrylamidgelen 

bestimmt. Die Mittelwerte aus 10 getrennten Coelektrophoresen 

von 16 S und 23 S RNA aus E. coli mit rRNA der Gerste ergaben 

folgende Wanderungsstrecken: 6,4 ~ 0,6 cm für die 16 S RNA und 
4,5 ~ 0,4 cm für die 23 S RNA von E. coli und Etioplasten. Die 

Wanderungsstrecken der cytoplasmatischen RNA betrugen 3,9 ~ 

0,3 cm bzw. 5,8 ~ 0,5 cm entsprechend den Svedberg-Einheiten 

von 25,5 Sund 18,0 S (Abb. 52)-

l 

f c- --

DNA 268 23S 185 16S 

Hordeum vulgare + E. coli (23 S, 16 SI 

E. coli 23 S + 16 S 

J E. coli 23 S 

--:----~(,'. E. coli 16 S 

Hordeu m vulgare 

Abb. 51: Gelelektrophoretfscfie Trennung von rRNA aus E. coli 
und dem gesamten Nucleinsäureextrakt von etiolierten 
Gerstenblättern (Trennbedingungen wie Abb. 50). Die 
Nucleinsäuren wurden mit 1-Äthyl-2-3 (1-äthyl-naphto 
1,2 thiazolin-2-yliden)-2-methyl-propenyl-naphto 1,2 d 
thiazoliumbromid differentiell angefärbt. Die linke 
Bande im Nucleinsäureextrakt von Hordeum vulgare und 
in der Coelektrophorese mit E. coli rRNA enthält DNA 

Für die elektronenmikroskopische Abbildung der rRNA wurden 

70 S-Ribosomen aus Etioplasten und 80 S-Ribosomen aus albina­

Mutanten der Gerste vergleichend analysiert. Diese Untersuchun­

gen waren insofern von Interesse, als bisher noch keine Befunde 

über die Spreitung von rRNA aus pflanzlichem Material vorliegen. 

Methodisch wurde dabei im Falle der Etioplasten-Ribosomen so 

verfahren: Nach Isolierung der Etioplasten (SPREY und GIETZ 1973) 

wurden die Ribosomen in den von STUTZ und NOLL (1967) beschrie­
benen Puffer isoliert und nach zweistündiger Zentrifugation 

(Ti-SO Rotor, Bekcman Spinco L-50 Zentrifuge, 40 000 Upm) in 
ein 1 M Saccharose'kissen' sedimentiert. Zur elektronenmikros­
kopischen Analyse der rRNA aus 80 S-Ribosomen wurden Primärblätter 
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Abb. 52: Beziehung zwischen Svedberg-Einheiten und elektropho­
retischer Mobilität von hochmolekularer RNA in 2,4%igen 
Polyacrylamidgelen 
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Abb. 53: Histogramm der Längenverteilung von rRNA aus 70 S­
Ribosomen von Etioplasten der Gerste. Insgesamt 
wurden die Längen von 208 elektronenmikroskopisch 
abgebildeten Molekülen vermessen und in Größenklassen 
von je o,1 1um eingeteilt (links) 

Abb. 54: Histogramm der Längenverteilung von rRNA aus 80 S-Ribo­
somen der Gerste. Durch Nachvergrößerung elektronen­
mikroskopisch abgebildeter rRNA (Sekundärvergrößerung: 
100 000-fach) wurden die Längen von 190 Molekülen mit 
einem Längenmesser bestimmt (rechts) 
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von albina-Mutanten, die keine 70 S-Ribosomen besitzen (SPREY 

1972), unter den gleichen Bedingungen behandelt. 

Die rRNA wurde mit Phenol aus dem Ribosomensediment extrahiert 

(KIRBY 1965), in 10- 2 M Phosphatpuffer (pH 6,8), der 10- 4 M EDTA 

und 4% Formaldehyd enthielt, gelöst und bei 45°C denaturiert 

(15') und schnell abgekühlt (HIGHTON und BEER 1963). Die rRNA 
wurde in einem Proteinmischfilm gespreitet und Pt-kegelbedampft 

(KLEINSCHMIDT 1968). 

Das Histogramm der Moleküllängen für rRNA aus 70 S-Ribosomen der 
Etioplasten hat nach der Spreitung und der elektronenmikrosko­

pischen Abbildung ein Verteilungsmaximum bei 0,65f m bzw. 1,15fm 
(Abb. 53). Für die cytoplasmatischen 80 S-Ribosomen ergibt sich 

ein Verteilungsmaximum bei 0, 85 f m und 1 , 301u m (Abb. 54). Setzt 
man voraus, daß die elektronenmikroskopisch bestimmten Vertei­

lungsmaxima für rRNA mit den gelelektrophoretisch bestimmten 

S-Werten korrelieren, dann läßt sich das Molekulargewicht der 
rRNA berechnen. Die Bestimmung der Molekulargewichte (M.W.) der 

elektronenmikroskopisch abgebildeten Polynucleotidketten (Abb. 

55) geschah nach folgender Beziehung: 

M W __ Moleküllänge in ~ · · 3 , 17 - x mittleres M.W. eines Nusleotids, 

0 
wobei 3,17 der Basenabstand in A für gespreitete Virus-RNA i?t 

(GRANBOULAN und SCHERRER 1969). Der Basenabstand ist kaum von 
der Basenzusammensetzung, jedoch stark von den jeweiligen physi­

cochemischen Bedingungen bei der Spreitung abhängig (ERICKSON 

und BEER 1967). Als mittleres Molekulargewicht pro Nucleotid 

wurde 320 angenommen. Danach ergibt sich für die 23 S und 16 S 
RNA der plastidären Ribosomen ein Molekulargewicht von 1,16 bzw. 

0,65 x 106 . Die 25,5 Sund die 18 S RNA aus den cytoplasmati­

schen Ribosomen haben nach der oben angeführten Beziehung Mole­

kulargewichte von 1 ,31 bzw. 0,86 x 106 

Die berechneten Molekulargewichte für die 25,5 Sund 23 S RNA 

stimmen mit den von LOENING (1968) angegebenen Molekulargewichten 

für 2 5 S ( 1 , 2 7 - 1 , 3 1 x 1 0 6 ) und 2 3 S ( 1 , 0 7 - 1 , 11 x 10 6 ) Üb e r -

ein. Abweichungen bis 12% ergeben sich bei der Berechnung der 

Molekulargewichte unter Verwendung des mittleren Basenabstandes 
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Abb. 55 (a-d): Elektronenmikroskopische Abbildung von rRNA aus 
plastidären 70 S-Ribosomen (Abb. 55a,b) und cyto­
plasmatischen 80 S-Ribosomen (Abb. 55c,d) der 
Gerste. Die lange RNA in Abb. 55a ist 23 S RNA, 
der kurze RNA-Faden in Abb. 55b entspricht 16 S 
RNA. Das lange Molekül in Abb. 55c dürfte mit 
25,5 S RNA identisch sein, die kurze RNA in Abb. 
55d entspricht der 18 S RNA. Die in Cytochrom c 
gespreitete RNA wurde unter einem Winkel von 6° 
mit Platin kegelbedampft 
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0 
von 3,16 A für die 18 S bzw. 16 S RNA. Hier werden von LOENING 
Molekulargewichte von 0,71 x 106 bzw. 0,56 x 106 angegeben. 

Vergleichbare Untersuchungen über die elektronenmikroskopische 

Abbildung einsträngiger Polynucleotidketten sind bisher an TMV-
~ 

Viren (KISSELEV, GAVRILOVA und SPIRIN 1961, HIGHTON und BEER 

1963) und TYMV-Viren (JOHNSON und HILLS 1963)durchgeführt wor­
den. Darüber hinaus liegen Abbildungen von rRNA aus E. coli, 

Bacillus cereus, Erythroblasten, Hela-Zellen und aus Bombyx 
mori sowie von rRNA aus Leber verschiedener tierischer Herkunft 

vor (DANON, MARIKOVSKY und LITTAUER 1961, GRANBOULAN und SCHERRER 

1969). 

Unsere Untersuchungen zeigen, daß die Abbildung und Klassifi­

zierung von rRNA aus 70 und 80 S-Ribosomen höherer Pflanzen auf­

grund ihrer Längenunterschiede möglich ist. Die Berechnung der 

Molekulargewichte der 25,5 Sund 18 S bzw. 23 Sund 16 S RNA 

nach Spreitung, Pt-Kegelbedampfung und elektronenmikroskopischer 

Abbildung deckt sich gut mit den aus der Literatur bekannten 

Werten (SPIRIN 1963, LOENING ~968). Zu berücksichtigen ist fer­
ner, daß eine weitere Präzisierung in der elektronenmikrosko­

pischen Molekulargewichtsbestimmung erreicht werden kann. So 
wird sich durch weitere Reinigung der Ribosomenpräparationen 

mit Hilfe mehrmaliger Zentrifugation und der Fraktionierung der 

rRNA im Saccharosegradienten eine eindeutigere Verteilung der 
Maxima in den Histogrammen erreichen lassen. 
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X. Synthese ribosomaler RNAs während der Entwicklung von 

Proplastiden zu Etio- und Chloroplasten 

Photosynthetisch aktive Chloroplasten sind Endprodukte einer 

Serie von Differenzierungsschritten aus Proplastiden, deren 
Entwicklung durch differentielle Genaktivierung des Kernes 

und der Plastiden gesteuert wird. Einige dieser Differenzierungs­
schritte verlaufen in höheren Pflanzen lichtunabhängig, z.B. die 
Genese der Etioplasten aus Proplastiden und die damit verbunde­

nen Synthesen pufferlöslicher Stromaproteine (z.B. Enzyme des 
reduktiven Pentosephosphatweges) und der wasserunlöslichen 

Membranproteine der für Etioplasten typischen Prolamellarkörper. 

Etioplasten vermögen nucleäre und organellspezifische, genetische 

Information mit Hilfe plastideneigener Translation in signifi­

kante Mengen von Stromaproteinen lichtunabhängig umzu-

setzen. So ist der Gehalt an plastidenspezifischem Fraction !­

Protein in etiolierten und grünen Blättern von Phaseolus unge­
fähr gleich (BOARDMAN 1966). Die Aktivität der mit dem Fraction 

!-Protein assoziierten Ribulose-1 ,5-diphosphat Carboxylase be­

trägt in etiolierten Blättern von Secale 38%, Transketolase 64%, 
Phosphoriboisomerase 57% (FEIERABEND und PIRSON 1966), NADP­

Glycerinaldehyd-Phosphatdehydrogenase aus etiolierten Phaseolus­

Blättern 24% (MARGULIES 1965), Plastiden RNA-Polymerase 15% 

(BOGORAD 1967) und PEP-Carboxlase aus etiolierten Maisblättern 

14% (GRAHAM et al. 1968) der Aktivität grüner Blätter. 

Wenngleich Synthesen und Aktivitäten plastidenspezifischer Enzyme 

in Etioplasten beträchtlich sind, können sie durch Belichtung 
um den Faktor 1 - 3 im Falle der oben erwähnten Getreidearten 
und etwa bis zum Faktor 10 im Falle von Bohnenblättern gestei­

gert werden. Die Photoregulation der Synthesen und Aktivitäten 

von Plastidenenzymen gilt also nicht absolut; sie ist zudem 

weitgehend von Art, Entwicklungsstatus und Umweltbedingungen 

der Pflanzen abhängig. 

Inwieweit ist im Falle der Etioplastengenese die lichtunabhängige 

Proteinsynthese und im Falle der Chloroplastengenese die photo­

regulierte Proteinsynthese mit Veränderungen auf dem Niveau der 

Translation und Transcription verbunden? 
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Der Synthese von Plastidenproteinen in der lichtabhängigen Er­

grünungsphase von Euglena gracilis geht die Synthese von rRNA 
voran (SCOTT et al. 1971). Licht hat, im Gegensatz zu den Ver­

hältnissen bei Hordeum vulgare, einen großen morphogenetischen 
Einfluß auf die Blattexpansion von Phaseolus vulgaris-Blättern. 

Die Größe der Plastiden und die Synthese von rRNA wird durch 

ein Ppytochrom-abhängiges System reguliert (MEGO und JAGENDORFF 

1961, SCOTT et al. 1971). In Raphanus-Cotyledonen stimuliert 
Weißlicht die Synthese cytoplasmatischer und plastidenspezifi­
scher RNA. Der Gehalt an 25 S und 18 S RNA ist in vier Tagen 

alten belichteten Keimlingen etwa vierfach gegenüber den etio­
lierten Keimlingen erhöht, nimmt aber mit zunehmendem Blatt­

alter ab. Der Gehalt an plastidärer rRNA etiolierter Blätter 

steigt mit zunehmendem Alter, so daß der Gehalt an 23 S und 
16 S RNA in alten Blattstadien etwa gleich groß ist (INGLE 1968). 

Ein lichtinduzierter Einfluß auf die rRNA-Synthese (23 S, 16 S) 
ist für Zea meays und Vicia faba nachgewiesen (DYER et al. 1971, 

LOENING und INGLE 1967). 

Da Entwicklung und Expansion der Blätter höherer Pflanzen im 

Etiolement stark variieren (WILLIAMS 1956), sollte eine Gene­
ralisierung des Zusammenhanges der Kinetik von plastidärer rRNA 

und der Chloroplastengenese vermieden werden, zumal durch die 
Untersuchungen von BOARDMAN (1966) bekannt ist, daß in 12 - 15 

Tage alten etiolierten und grünen Phaseolus-Blättern der Gehalt 

an 70 S Ribosomen gleich ist. Gleiches gilt auch für etiolierte 

und grüne, ältere ( >5 Tage) Primärblätter von Hordeum und Tri­
ticum: hier ist die durch Belichtung induzierte Chloroplasten­
entwicklung mit keiner Veränderung des rRNA-Gehaltes in den 

Plastiden verbunden (RHODES und YEMM 1963, SCOTT et al. 1971, 

SMITH et al. 1970, POULSON und BEEVERS 1970). 

Die Chlorophyllsynthese und die Entwicklung zu Chloroplasten 
ist - zum Teil in Abhängigkeit von der taxonomischen Stellung -

häufig lichtunabhängig (u.a. Bacteriochlorophyll-haltige Bak­
terien, die meisten Algen, Bryophyten, Pteridophyten, Gymno­

spermen: Samen von Coniferen, Gnetales: Ephedra-Samen, vgl. 

KIRK und TILNEY-BASSETT 1967). In diesen Fällen ist zu erwarten, 
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daß Modus und Ausmaß photoregulierter Prozesse während der 

Chloroplastengenese unterschiedlich ausgeprägt sein müssen. 

Bei der lichtunabhängigen Entwicklung der Chloroplasten muß 
eine lichtunabhängige rRNA-Synthese vorhanden sein. In den 
Fällen bei Angiospermen, in denen Teilschritte der Plastiden­
entwicklung lichtunabhängig sind (Proplastide ~ Etioplast), 

kann Licht allenfalls quantitativen, jedoch keinen qualitativen 

Einfluß auf die rRNA-Synthese der Plastiden haben. In den Fällen, 

bei denen vom Protochlorophyll, Phytochrom oder anderen Photo­

akzeptoren (HENNINGSEN 1967) absorbiertes Licht zur Komplettie­
rung eines funktionierenden Photosyntheseapparates benötigt 

wird (Etioplast ~ Chloroplast), kann sekundär eine licht­
induzierte, plastidäre rRNA-Synthese stattfinden. 

Der Nachweis lichtinduzierter RNA-Polymeraseaktivität (BOGORAD 

1967, POULSON und BEEVERS 1970, BOTTOMLEY 1970), die Isolierung 

von Polysomen (WILLIAMS und NOVELL! 1968) und die selektive 
Hemmung der DNA-abhängigen RNA-Polymerase (BOGORAD und JACOBSON 

1964) mit Antimetaboliten (z.B. Actinomycin D) zeigen, daß pho­
toinduzierte mRNAs bei der Entwicklung von Etioplasten zu Chlo­

roplasten synthetisiert werden müssen. BOARDMAN. (1966) nimmt 

an, daß dabei die bereits in den Etioplasten vorhandene 70 S 

Ribosomengarnitur verwendet wird, ohne daß es zu einer Neusyn­
these von Ribosomen während der Chloroplastengenese kommt. 

Im folgenden wird die Kinetik der plastideneigenen rRNAs während 

der Plastidenentwicklung in Primärblättern von Hordeum vulgare 

untersucht. Mit gelelektrophoretischen (Polyacrylamid-Gelelektro­

phorese) und chromatographischen (MAK-Säule) Methoden wurde Vor­

kommen und Verbreitung von ribosomalen RNAs (23 S, 16 S, 5 S) 

während der Primärblattentwicklung in Dunkelheit und im Licht 

verglichen .und der Einfluß von verschiedenen Inhibitoren der 

DNA- und RNA-Synthese auf die Nucleinsäuresynthese der Plastiden 

und auf die substrukturelle Ausprägung der Chloroplastenstruk­

turen untersucht. 

Karyopsen von Hordeum vulgare L. 1 Bido 1 wurden auf feuchtem Fil­

terpapier in großen Petrischalen bis zu 9 Tagen kultiviert (21°C). 

Vor der Nucleinsäureextraktion wurden die Embryonen, Primär-
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blätter bzw. Primärblattspitzen Oberflächen-sterilisiert (70% 

Äthanol 2'; 3% Na-hypochlorid enthaltend 0,5% Teepol, 20'; und 

wiederholtes Waschen in sterilem, destilliertem Wasser). Die 

Anzucht erfolgte in absoluter Dunkelheit bzw. bei Dauerbelich­

tung (Philips TLW Leuchtstoffröhren, 5 kLux). Zur Untersuchung 

gelangten trockene, freipräparierte Embryonen aus 4 bzw. 24 

Stunden eingequollenen Karyopsen, 3 und 5 Tage alte Primär­

blätter und Primärblattspitzen (5 cm) aus 7 bzw. 9 Tage alten 

Kulturen. 

Für die Inhibitorenexperimente wurden etiolierte Primärblätter 

oberhalb der Coleoptile abgeschnitten und vor der Belichtung 

3 Stunden in die in dest. Wasser gelösten Inhibitoren gestellt. 

Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung wurden Embryonen 

bzw. 1 mm 2 große Blattstückchen mit Glutaraldehyd (6,25%, pH 

7,2) fixiert, in Phosphatpuffer (pH 7,2) gewaschen und in 1% 

Oso 4 nachfixiert (pH 7,2), mit Äthanol entwässert und nieder­

visköses Epon (SPURR 1969) überführt. Die Blöckchen wurden mit 

Diamant-Messern (DuPont) geschnitten (Ultramikrotom: Sorvall) 

und die Ultradünnschnitte mit Bleicitrat kontrastiert (VENABLE 

und COGGESHALL 1965) und im Elmiskop I (Fa. Siemens) elektronen­

mikroskopisch untersucht. 

Die Extraktion der Nucleinsäuren wurde in eisgekühlten Mörsern 

nach der Phenol-Kresol-Methode von KIRBY und Mitarbeitern (1967) 

durchgeführt. Die Äthanol-Kresol gefällten Nucleinsäuren (-20°C) 

wurden abzentrifugiert und in SSC-Puffer (0,15 M NaCl, 0,015 M 

Na-citrat (pH 7,15) gelöst. Zur Elektrophorese wurden 100 -

200)1 g gelöste Nucleinsäuren mit wenig RNase-freier Saccharose 

versetzt und auf die Trenngele durch Unterschichtung des oberen 

Elektrodenpuffers aufgetragen. Für die Coelektrophorese von 23 S 

und 16 S RNA aus E. coli (Miles Laboratories, Inc.) wurden je 

20f g Nucleinsäuren aufgetragen. 

Die gelelektrophoretische Trennung in Polyacrylamidgelen erfolgte 

unter den von LOENING (1967) angegebenen Bedingungen. Die Elek­

trodenpufferlösung (E-Puffer) enthielt 0,24 M Tris-(hydroxymethyl)­

aminomethan, 0,12 M wasserfreies Na-acetat und 0,06 M EDTA-
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dinatriumsalz (pH 7,15). Die Nucleinsäuren wurden in kombinier­

ten Polyacrylamidgelen getrennt (2,4%iges, 10 - 11 cm langes 

Obergel zur Trennung von DNA und hochmolekularer RNA; 7,5%iges, 

4 cm langes Untergel zur .Trennung von 5 S RNA und transfer RNA). 

Die Trenndauer betrug 4 Stunden bei 5 mA/Gelröhrchen. Zur Be­

reitung des Gels mit 2,4% Monomer wurden gemischt: 

4,15 ml E-Pufferlösung, 

2,00 ml einer Lösung, die 15 g Acrylsäureamid und 0,75 g 

N,N'-Methylenbisacrylsäureamid pro 100 ml der wässrigen 

Lösung enthält, 

0 9 10 ml 10%iger Ammoniumperoxodisulfatlösung, 
0,10 ml N,N,N' ,N'-Tetramethyläthylendiamin, 

6,22 ml destilliertes Wasser. 

Zur Bereitung des Gels mit 7,5% Monomer wurden gemischt: 

1 ml einer Lösung, die pro 100 ml dest. Wasser 48 ml 

0,1 n HCl, 0,23 ml N,N,N' ,N'-Tetramethyläthylendiamin und 

36,6 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan enthält. 

2 ml einer Lösung, die 30 g Acrylsäureamid und 0,8 g 

N,N'-Methylenbisacrylsäureamid pro 100 ml der wässrigen 

Lösung enthält, 

3 ml einer Lösung von 0,14 g Ammoniumperoxodisulfat in 

100 ml dest. Wasser, 

4 ml destilliertes Wasser. 

Zur Trennung der niedermolekularen plastidären und cytoplasma­

tischen 5 S RNA und der tRNA wurden 15% Gelsysteme verwendet. 

Für die Bereitung dieser Gele gilt die gleiche Zusammensetzung 

wie für 7,5%ige Gele. Es wird nur die Acrylsäureamidlösung 

durch eine Lösung ersetzt, die 60 g Acrylsäureamid und 1 ,6 g 

N,N'-Methylenbisacrylsäureamid pro 100 ml Lösung enthält. 

Die getrennte DNA und RNA wurde colorimentrisch mit stains all 

[1-Äthyl-2,3-('l-Äthylnaphto-1 ,2-thiazolin-2-yliden)-2-methyl­

propenylnaphto-1 ,2-thiazoliumbromid] differenziert. Damit 

lassen sich zur gleichen Zeit DNS, RNS und Proteine unterschied­

lich anfärben. DNS liefert einen rot-violetten Farbton, RNS 

liefert eine blaue Färbung. Zur Färbung werden die Gele für 

12 bis 16 Stunden in essigsaurer Färbelösung im Dunkeln inku­

biert und im Chromoscan (Fa. Joyce und Loebl) bei 260 nm in 
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in einer Quarzküvette (Länge 10 cm) photometriert. Zur quanti­

tativen Bestimmung der Einzelfraktionen wurde die Fläche durch 

Integration über die Peakfläche bestimmt oder die Einzelpeaks 

bei der Flächenberechnung als angenäherte Dreiecke angenommen, 

wobei als Basislinie die Mittellinie zwischen der Basislinie 

einer Blindprobe und der minalen Absorption der Probe festge­

legt wurde (Abweichung für 25 S rRNA 3%, für 23 S und 18 S 

und 16 S rRNA 1 - 2%). 

Für die Markierungsexperimente wurden die abgeschnittenen Pri­

märblätter teilweise in trägerfreier, wässriger 32 P-Orthophos­

phatlösung (10 oder 25f1Ci/ml) für 3 Stunden in Dunkelheit 

vorinkubiert. Zur Bestimmung der Radioaktivität wurden die Gele 

auf Trockeneis eingefroren und mit einem Gelschneidegerät 

(Mickle Lab. Eng. Camp.) in 1 mm-Scheibchen zerlegt. Die Schnitte 

wurden auf Filterpapier angetrocknet (2 Stunden 70°C) und ihre 

Radioaktivität im Flüssigkeitsszintillationsspektrometer (Tri­

Carb 3075, Fa. Packard) bestimmt. Die Szintillationsflüssig-

keit bestand aus 0,1 g POPOP (1,4-di (2-(5-phenyloxazolyl) )­

benzol), 4g PPO (2,5-Diphenyloxazol) auf 1 000 ml Toluol. 

Alternativ zur Trennung der Nucleinsäuren in Polyacrylamidgelen 

wurden phenolextrahierte Nucleinsäuren (50 - 200 0.D.) aus etio­

lierten, ergrünenden und grünen Blättern oder daraus isolierten 

Plastiden (vgl. Kap. VIII) säulenchromatographisch mit methy­

liertem Albumin an Kieselgur (MAK) getrennt (SUEOKA und CHENG 

1962). Die niedermolekularen Nucleinsäuren wurden im linearen, 

phosphatgepufferten Gradienten bis 0,5 M NaCl (pH 6,9) eluiert. 

Die DNA wurde im NaCl-Gradienten(0,5 - 1 ,O M, pH 6,9) von der 

MAK-Säule gewaschen. Hochmolekulare, ribosomale RNA wurde mit 

1,0 - 1,5 M NaCl Gradienten (pH 6,9) von der Säule eluiert. Die 

unterschiedliche Steilheit des NaCl-Gradienten (Beckman Gradien­

tenpumpe 131) ist in Abb. 44 angegeben. Die Absorption der ge­

trennten Nucleinsäuren wurde bei 254 nm (Uvicord I) im Durchfluß 

simultan mit der Bestimmung der Radioaktivität (Tri-Carb Durch­

flußrate~eter, Modell 3022, Fa. Packard) registriert. 

Die Entwicklung zu Etioplasten und Chloroplasten aus Proplasti­

den in belichteten bzw. unbelichteten Primärblättern der Gerste 
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führt zu einer auffälligen Veränderung in der Ausgestaltung 

des inneren Membransystems beider Plastidentypen. Im wesent­

lichen verläuft der Prozeß der Plastidenentwicklung nach dem 

von MÜHLETHALER und FREY-WYSSLING (1959) entwickelten Modell 

der Plastidendifferenzierung (vgl. Kap. I). Vergleicht man die 

Ultrastruktur der Plastiden aus Embryonen und 3, 5, 7 und 9 

Tage alten belichteten und unbelichteten Primärblättern der 

Gerste, so ergeben sich speziell bei der Genese und Anordnung 

des inneren Membransystems der Plastiden wesentliche Unterschiede 

(Abb. 56, 57). 

Die linke Spalte der Abbildung 56 zeigt Veränderungen der Ultra­

struktur während der Etioplastengenese. Die Proplastiden der 

Embryonen sind von einer doppelten Plastidenhüllmembran um­

schlossen, deren innere fingerförmig in das Stroma eingestülpt 

sein kann. Das Stroma der Proplastide ist weitgehend elektronen­

transparent: Plastoglobuli sind selten vorhanden. Während im 

Cytoplasma dicht gepackte Ribosomen vorkommen, sind in den Pro­

plastiden keine oder nur wenige Ribosomen nachzuweisen. Auf­

fällige, elektronenmikroskopisch erfaßbare Unterschiede der 

Form und Struktur von Proplastiden aus 4 Stunden bzw. 24 Stun­

den eingequollenen Embryonen, der belichteten oder unbelichte­

ten Kulturen sind in diesem Stadium noch nicht vorhanden (Abb. 

$6, 57). 

Deutliche Unterschiede in der Struktur des inneren Membransystems 

lassen sich in den Plastiden von 2 und 3 Tage alten, etiolierten 

bzw. belichteten Primärblättern nachweisen. Diese Etioplasten­

vorstufen besitzen perforierte Membranen, die von der inneren 

Plastidenhüllmembran abgeschnürt werden und die als Vorstufen 

des Prolamellarkörpers aufzufassen sind. Die für ältere Blätter 

typische parakristalline Anordnung der Prolamellarkörper ist 

jetzt noch nicht ausgebildet. Plastoglobuli und Uranylacetat­

kontrastierbare Ribosomen sind im Plastidenstroma vorhanden 

(Abb. 56). 

Entsprechende Differenzierungsstadien von Plastiden aus belich­

teten Primärblättern haben bereits die für Chloroplasten typischen 

Feinstrukturmerkmale. Sie besitzen wenige Stroma- und Grana-
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Abb. 56: Etioplastenentwicklung in Embryonen und Prirnärblättern 
von H. vulgare in Dunkelheit: 0, 48, 72 Stunden (linke 
Spalte, von oben nach unten); 96, 120, 168 Stunden 
(rechte Spalte, von oben nach unten) 
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thylakoide. Der Durchmesser dieser Jungchloroplasten ist noch 

wesentlich kleiner als der von Chloroplasten 9 Tage alter Pri­

märblätter. Ihr Stroma enthält Plastoglobuli und Ribosomen 

(Abb. 5 7). 

Die Ausbildun~ der typischen parakristallinen Anordnung der 

Prolamellarkörpermembranen beginnt mit dem vierten Tag der 

Blattentwicklung. Etioplasten von 5,7 und 9 Tage alten Primär­

blattspitzen besitzen kristallin angeordnete Prolamellarkörper, 

deren Durchmesser mit zunehmendem Blattalter wächst (Abb. 56). 

Elektronenstreuende Plastoglobuli sind überwiegend in den Pro­

lamellarkörpern oder haufenartig in dichtester Packung an der 

Peripherie des Prolamellarkörpers verteilt. Ribosomen ließen 

sich in allen untersuchten Etioplasten nachweisen. 

In diesem Zusammenhang sind de-Trennungen der Chlorophyllide 

aus den jungen, etiolierten Primärblattstadien nach der bei 

SCHNEIDER (1967) angegebenen Methode von Interesse. Dunkelge­

keimte, zwei bzw. drei Tage alte Primärblätter von H. vulgare 

besitzen bereits Protochlorophyll(id), ohne daß - unter ultra­

strukturellen Aspekten - parakristalline Prolamellarkörper in 

den Etioplasten ausgebildet sind. Die in diesen jungen Etio­

plasten vorherrschenden Membranen sind poröse, perforierte, 

flächig ausgebildete Schichten (sheets), wie sie von WEIER und 

BROWN (1970) beschrieben worden sind. Unter Berücksichtigung 

der Untersuchungen von SCHIFF und KLEIN (1972) an Phaseolus 

vulgaris sollte es sich in diesem Falle um bei 637 nm absor­

bierendes Protochlorophyll(id) (P 637 ) handeln, während P650 
später - zusammen mit der Kristallgitterstruktur in typischen, 

älteren Etioplasten - auftritt. 

Chloroplasten aus vergleichbar alten grünen Primärblattspitzen 

haben flächig angeordnete Stroma- und Granathylakoide. Die Pla­

stoglobuli sind solitär zwischen den Thylakoiden verteilt. Das 

Stroma ausdifferenzierter Chloroplasten enthält Ribosomen in 

monosomaler Anordnung (Abb. 57). 

Den unterschiedlichen Differenzierungsstadien der Pl.astiden 

während der Etio- bzw. Chloroplastenentwicklung lassen sich 
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Abb. 57: Chloroplastenentwicklung in Embryonen und Primär­
blättern von H. vulgare während kontinuierlicher 
Belichtung (5 kLux). Belichtungsdauer: 0, 48, 72 
Stunden (linke Spalte, von oben nach unten); 96, 120, 
168 Stunden (rechte Spalte, von oben nach unten) 
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qualitative Veränderungen der hochmolekularen, plastidären 

rRNA (23 S, 16 S) zuordnen. Nach gelelektrophoretischer Tren­

nung der Nucleinsäuren aus Embryonen sind in den 2,4%igen Ober­

gelen drei Fraktionen colorimetrisch mit "stains all" und pho­

tometrisch durch ihre Extinktion bei 260 nm nachweibar. In 

Richtung abnehmender Molekulargewichte werden die DNA und zwei 

Banden cytoplasmatischer, ribosomaler RNA (25 S, 18 S) fraktio­

niert. In den 7,5%igen Untergelen trennen sich die 5 S RNA und 

die transfer RNA auf. Plastidäre, hochmolekulare RNA ist in den 

Pherogranunen von Nucleinsäuren proplastidenhaltiger, embryonaler 

Gewebe nicht vorhanden, wenn auf die Polyacrylamidgele die für 

Nucleinsäuretrennungen übliche Probenmenge aufgetragen wird 

(Abb. 5 8). 

Dieses Ergebnis bestätigt die elektronenmikroskopischen Unter­

suchungen der Ultrastruktur von Proplastiden in meristematischen 

Geweben von eingequollenen Karyopsen. Im weitgehend ER-freien 

Cytoplasma sind überwiegend cytoplasmatische Ribosomen vorhanden. 

Das Proplastidenstroma enthält keine oder nur wenige Ribosomen. 

Wenn die Trennröhrchen mit Nucleinsäuren überladen werden 

(>ZOO? g), treten nach der Elektrophorese im Bereich der pro­
spektiven 23 S bzw. 16 S RNA schwach angedeutete Banden auf. 

Die weitere Entwicklung der Proplastiden und die Bildung junger 

Etioplasten mit porösen Membranen und Prolamellarkörper-ähnlichen 

Vorstufen ist mit dem Auftreten von 23 S und 16 S RNA korre­

liert. In 3 Tage alten etiolierten Blättern (Blattlänge 2 - 2,5 

cm) ist die plastidäre, hochmolekulare RNA als schwache Schulter 

im Bereich der 23 Sund 16 S RNA angedeutet (Abb. 58). In den 

Densitogrammen gleichalter, grüner Primärblätter mit Jungchloro­

plasten sind kleine, aber deutliche abgesetzte 23 S und 16 S 

RNA-Banden zu erkennen (Abb. 58). 

Fünf Tage alte und ältere (7 - 9 Tage) Spitzen von Primärblättern 

haben weitgehend konstante Zell- und Plastidenzahlen (SMITH 1970). 

In dieser Entwicklungsphase vollzieht sich die Ausbildung der 

typischen, ultrastrukturellen Merkmale der Etioplasten bzw. 

Chloroplasten (Abb. 56, 57). Der Gehalt an 23 Sund 16 S RNA 

ist in belichteten und unbelichteten Primärblättern gleich und 
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unterschiedlich alten Primärblättern von H. vulgare 
nach Anzucht in Dunkelheit bzw. im Licht 
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nimmt - wie die planimetrische Auswertung ergab - mit steigen­

dem Blattalter ( 9 Tage) nicht weiter zu. 

Ein Vergleich der quantitativen Zusammensetzung der einzelnen 

plastidären rRNA-Komponenten der Embryonen und junger Primär­

blätter ergibt bei ihrer Entwicklung bis zum fünften Tag der 

Blattentwicklung eine rapide Zunahme des 23 und 16 S RNA-Gehal­

tes. In älteren Primärblättern bleibt die Gesamtmenge der hoch­

molekularen Plastiden-rRNA konstant (Tab. X). 

Licht scheint nur in jungen Primärblättern einen (geringen) 

Einfluß auf den Gehalt an ribosomaler, plastidärer rRNA zu 

haben. In 3 Tage alten grünen Primärblättern ist die 23 S und 

16 S RNA um 3% gegenüber den etiolierten Primärblättern erhöht. 

Inwieweit diese leichte Zunahme des rRNA-Gehaltes in jungen, 

grünen Primärblättern Ausdruck einer erhöhten Plastidenanzahl 

ist, - d.h. möglicherweise gleicher rRNA-Gehalt pro Plastide -

wurde nicht untersucht. Keine Unterschiede im Gehalt ribosoma­

ler rRNA ergeben sich für dunkelgekeimte Blätter mit ausdiffe­

renzierten Etioplasten und kontinuierlich belichteten Blättern 

mit Chloroplasten, die älter als 5 Tage waren. 

Das Verhältnis der 25 S zu 18 S RNA beträgt 1 ,4 - 1,5 und ist 

in allen untersuchten etiolierten und grünen Blattentwicklungs­

stadien gleich. Das aufgrund der Absorptionsverhältnisse bei 

260 nm berechnete Verhältnis der 23 S : 16 S ist 1 (Tab. X). 

Eine Korrektur der leicht degradierenden 23 S RNA in eine 18 S 

und 13 S Komponente, die zu einer Erhöhung dieses Quotienten 

führen würde, wurde nicht vorgenommen, weil unter den oben ange­

führten Extraktionsbedingungen die Menge der Abbauprodukte von 

RNA im Bereich der 23 S RNA innerhalb der Fehlergrenze der Aus­

wertmethode lagen. Entsprechend diesem Ergebnis fanden LOENING 

und INGLE 1967 in höheren Pflanzen aufgrund der Absorptionsver­

hältnisse von 2~ S und 16 S RNA gleiche Mengenverhältnisse für 

plastidäre rRNA unterschiedlichster taxonomischer Herkunft. 

Die Ergebnisse der gelelektrophoretischen Trennung von plasti­

denspezifischer, hochmolekularer RNA aus Plastiden unterschied­

lichen Differenzierungsgrades zeigen, daß im Falle von Hordeum 
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Tab. X 

Prozentuale Verteilung einzelner Nucleinsäurefraktionen aus belichteten ( 5 kLux, Weißlicht) und etiolierten 

Primärblättern der Gerste (Mittelwerte aus 3 Versuchen) 

Versuchsdauer DNA 

etiol., bel. 

24 Stunden * 

72 Stunden 

120 Stunden 

168 Stunden 

216 Stunden 

~freipräparierte 
Embryonen 

1 3. 7 13.4 

11. 7 10. 8 

1 3. 8 1 7. 4 

1 2. 6 1 3. 3 

1 7. 7 1 4. 1 

25 s 23 s 

etiol., bel. etiol., bel. 

28.3 30.3 - -
25.2 26.0 7.6 10.1 

23.5 23.4 10.7 10. 8 

20.6 22.4 11. 7 11. 8 

22.7 21. 0 12. 6 11. 3 

18 s 16 s 5 s 4 s 

etiol., bel. etiol., bel. etiol., bel. etiol.,, bel. 

19. 5 20.0 - - 6.8 5.0 31. 4 27.2 

14.4 18.0 7. 7 10.2 6.7 5.3 26.7 18.5 

16. 5 16.4 1 0. 8 10. 8 6.2 5.9 19.1 15. 2 

14. 7 16.6 12. 3 11 . 8 5.9 5.4 22.7 18.9 

1 5. 7 15. 7 11. 5 1 2. 3 6.7 5.2 18. 5 20.4 
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keine Stimulierung durch Licht induziert wird. Setzt man voraus, 

daß die Zahl der Etioplasten und Chloroplasten pro Zelle in den 

untersuchten Primärblattspitzen gleich ist (SMITH 1970), dann 

haben Etioplasten und Chloroplasten der ausdifferenzierten 

Primärblätter bzw. Primärblattspitzen von H. vulgare den glei­

chen Gehalt an hochmolekularer ribosomaler RNA. In jungen 3 Tage 

alten, grünen Primärblättchen ist der Gehalt an 23 S und 16 S 

leicht erhöht. Denkbar wäre, daß in diesen Jungchloroplasten 

aus belichteten Kulturen vermehrte Plastidenteilungen gegenüber 

den Dunkelkontrollen stattfinden, ohne daß de facto eine Er­

höhung des rRNA-Gehaltes pro Plastide vorliegt. 

Das Resultat entspricht im wesentlichen den von SMITH und Mit­

arbeitern (1970) und POULSON und BEEVERS (1970) an Hordeum durch­

geführten Untersuchungen und entsprechenden, von SCOTT und Mit­

arbeitern (1970) an Triticum-Keimlingen mit gelelektrophoreti­

schen Methoden durchgeführten Arbeiten. Danach ergibt sich in 

der frühen Phase der Blattentwicklung (3 - 5 Tage) eine starke 

Zunahme von 23 S und 16. S RNA, die in den grünen Blättern ge­

genüber den etiolierten leicht erhöht sein kann. Ältere Blatt­

spitzen (5 - 7 Tage) haben den gleichen Gehalt an hochmoleku­

larer, plastidärer rRNA. 

Die niedermolekulare RNA wird in den 7,5%igen Untergelen in eine 

5 Sund 4 S-Bande getrennt (Abb. 58)._Dabei ist kein wesent- ._, 

licher qualitativer Unterschied zwischen beiden Versuchsansätzen 

unter den oben beschriebenen Trennbedingungen zu erkennen. Em­

bryonen und 3 Tage alte Primärblättchen dunkel- bzw. lichtge­

keimter Pflanzen haben einen relativ hohen Anteil an tRNA, der 

mit zunehmendem Blattalter abnimmt (Tab. X). 

Um eine weitere Auftrennung der 5 S RNA als Komponente der größe­

ren Untereinheit der 70 S bzw. 80 S Ribosomen zu erreichen, 

wurden kleinporige Gele durch Erhöhung der Monomerkonzentration 

(12,5 bzw. 15%) verwendet. Zur Trennung der 5 S RNAs wurde die 

vorfraktionierte 5 S Bande aus den 7,5%igen Untergelen ausge­

schnitten und erneut auf die 15%igen Gele aufpolymerisiert (Abb. 

59). Alternativ dazu wurde der Gesamtnucleinsäureextrakt auf 
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die Trennröhrchen aufgetragen: DNA und native hochmolekulare 

rRNA wandern nicht oder nur geringfügig in das 15%ige Gel ein. 
Der Gelanfang ist dann jedoch häufig mit denaturierten(?), 

niedermolekularen RNA-Fraktionen durch setzt (Abb. 60). 

Als Referenz zur Bestimmung der S-Werte für die niedermoleku­

lare RNA wurde 5 S RNA aus RNase-freien E. coli Stämmen ver­
wendet. Die Nucleinsäuren wurden mit Phenol aus E. coli in der 

log-Phase extrahiert. Die hochmolekulare RNA wurde mit 2 M LiCl 

bei o0 c gefällt und auf MAK-Säule getrennt. Das proteinfreie 

Testpräparat (Miles Laboratories, Inc.) enthielt(keine DNA) 
23 S und 16 S RNA, jedoch etwa 5 - 10% tRNA. 

Ziel der folgenden Untersuchungen war 

- ein Vergleich der elektrophoretischen Mobilität von nieder­
molekularer rRNA aus E. coli mit 5 S RNAs aus H. vulgare; 

- das Verhalten der plastidären 5 S RNA in Abhängigkeit von 

der Plastidendifferenzierung in H. vulgare zu verfolgen. Dazu 

wurden niedermolekulare RNAs aus Proplastiden-haltigen Embry­

onen und aus Etio- bzw. Chloroplasten-haltigen Primärblättern 

verglichen. 

In höheren pflanzlichen Organismen sind zwei Typen von Ribosomen 

vertreten, die sich - neben unterschiedlichem Verhalten gegen­
über einigen Hemmstoffen der Proteinsynthese - u.a. in ihren 

Molekulargewichten, der Proteinzusammensetzung, den Sedimenta­

tionskoeffizienten ihrer Untereinheiten und deren hochmoleku­

laren, ribosomalen RNAs unterscheiden. 

Monosomen vom Prokaryontentyp haben Sedimentationskoeffizienten 

von etwa 70 S (TAYLOR und STORCK 1964). Sie sind in Bakterien, 
Cyanophyceen und Etio- bzw. Chloroplasten verbreitet. Für die 

Stabilität ihrer Untereinheiten (50 S, 30 S) werden relativ hohe 
Mg++_Konzentrationen (5 - 10 mM) benötigt (BOARDMAN et al. 1965, 

PETERMAN 1964, HSIAO 1964). Ihre Aktivität in vivo et in vitro 

wird durch spezifische Inhibitoren, wie Chloramphenicol, Linco­

mycin, Erythromycin und Spectinomycin gehemmt (VASQUEZ 1966, 

ELLIS 1969, 1970). Die Sedimentationskoeffizienten der hoch-
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15%iges Gel 

E. coli + H. vulgare 

E. coli 5S 

Hordeum vulgare ( 7 d, bei.) 

Hordeum vulgare (7 d, etiol.) 

H. vulgare (Embryonen) 

H. vulgare (Embryonen) 

Abb. 59: Elektrophorese von niedermolekularer RNA aus Embryonen 
der Gerste (24 Stunden eingequollen, oberflächensteri­
lisiert und freipräpariert), aus belichteten (5 kLux 
Dauerlicht) und etiolierten Primärblättern der Gerste, 
aus E. coli und Coelektrophorese von E. coli RNA mit 
H. vulgare (7 Tage belichtet) - RNA. Anfärbung mit 
"s tains all" 

H. vulgare + E. coli. 

E. coli 5S 

Hordeum vulgare (7 d., etiol.) 

6 

15%iges Gel 

Abb. 60: Elektrophoresen und Coelektrophorese von niedermole­
kularer RNA aus Primärblättern 7 d alter, etiolierter 
Gerste und von E. coli. Anfärbung der Polyacrylamid­
gele mit "stains all" 

molekularen rRNA betragen 23 S (M.W. 1 ,1 x 106) und 16 S 

(M.W. 0,56 x 106 , STUTZ und NOLL 1967, LOENING 1968). 

Monosomen vom Eukaryontentyp sind Bestandteil des Cytoplasmas 

höherer pflanzlicher und tierischer Zellen. Sie besitzen Sedi­

mentationskoeffizienten von ungefähr 80 S, deren Untereinheiten 
bei Mg++_Entzug in 60 Sund 40 S Untereinheiten dissoziieren. 
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Die Untereinheiten enthalten hochmolekulare rRNA von 27 - 25 S 
(M.W. 1,75 - 1 ,3 x 106) und 18 S (M.W. 0,7 x 106 , STUTZ und 
NOLL 1967, LOENING 1968). 80 S Ribosomen bleiben in relativ 
niedrigen Mg++_Konzentrationen (1 - 2 mM) stabil und sind gegen­

über Cycloheximid sensitiv (BOULTER 1970). 

Neben den hochmolekularen rRNAs wurde eine weitere niedermoleku­
lare rRNA mit Sedimentationskoeffizienten von 5 S aus E. coli 

und Saccharomyces cerevisiae isoliert (ROSSET und MONIER 1963). 

Sie ist universell verbreitet, da sie in Organismen unterschied­

lichster taxonomischer Stellung nachgewiesen wurde: Blastocla­

diella emersonii (COMB und KATZ 1964), Säugetierleber (JACKSON 
1966), verschiedene Cyanophyceenarten (PAYNE und DYER 1972), 

Chlorella (t-like RNA, GALLING 1967) und Blätter von Vicia faba 
(DYER und LEECH 1968). Diese dritte, ribosomale RNA ist essen­
tieller Bestandteil der größeren Ribosomenuntereinheit. Riboso­
men, denen die 5 S RNA fehlt, können im zellfreien System keine 

durch Polyuridylsäure gesteuerte Polyphenylalanin-Synthese durch­
führen (SARKAR und COMB 1966). Möglicherweise stabilisiert sie 

den Komplex aus tRNA und Ribosom (SIDDIQUI und HOSOKAWA 1969, 

ERDMANN et al. 1971). Die Basenfolge der 5 S RNA in E. coli wurde 
sequentiert (BROWNLEE et al. 1968), und es gibt - aufgrund in­

tramolekularer Homologien - Hinweise für den evolutionären Ur­
sprung von tRNA und 5 S RNA aus einer "ancestralen" RNA von 

gemeinsamer Nucleotid-Sequenz (MULLING et al. 1973). 

Grüne Blätter höherer Pflanzen (Vicia faba, Allium porrum und 

Zea mays) besitzen zwei - entsprechend dem Gehalt an 70 S und 

80 S Ribosomen - 5 S RNAs, die durch ihr unterschiedliches Ver­

halten an MAK-Säulen getrennt werden können (DYER und LEECH 

1967, RUPPEL 1969). Die 5 S RNAs des Cytoplasmas und der Chloro­
plasten unterscheiden sich in ihrer elektrophoretischen Mobili­

tät in hochkonzentrierten Polyacrylamidgelen (DYER und LEECH 

1968). Weitgehend plastidenfreie oder leucoplastenhaltige Gewebe 

(Wurzeln von Vicia faba, Blattbasen von Allium porrum) enthalten 
nur 5 S RNA aus 80 S Ribosomen (DYER und LEECH 1968, RUPPEL 

1969). In Etioplasten- und Chloroplasten-haltigen Blättern von 

Zea mays sind - je nach Herkunft von plastidären bzw. cytoplas-
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matischen Ribosomen - zwei 5 S RNAs mit unterschiedlichem Elu­

tionsverhalten im NaCl-Gradienten von der MAK-Säule eluierbar 

(RUPPEL 1~69). PAYNE und DYER (1971) konnten nach Trennung der 

Untereinheiten von 80 S und 70 S Ribosomen im Saccharosegradien­

ten und Phenolextraktion ihrer RNAs den Sitz der 5 S RNAs in 

der jeweiligen größeren Untereinheit (60 S, 50 S) der Monosomen 

lokalisieren. 

Anlaß für die folgende gelelektrophoretische Untersuchung nieder­

molekularer RNAs war der Umstand, daß sich nur wenige Arbeiten 

mit einem Vergleich von 5 S RNA-Species aus Organismen unter­

schiedlicher taxonomischer Stellung befassen. Die Kinetik der 

plastidären 5 S RNA im Verlauf der Plastidenentwicklung und der 

Gehalt dieser niedermolekularen RNA in verschiedenen Plastiden­

typen (Chromo-, Leuco-, Amyloplasten) wurde bisher nicht unter­

sucht. Widersprüchlich sind auch die Ergebnisse über die elek­

trophoretische Mobilität beider 5 S RNA-Komponenten. Nach DYER 

und LEECH (1968) hat die plastidäre 5 S RNA größere elektropho­

retische Beweglichkeit in Polyacrylamidgelen als die entsprechen­

de cytoplasmatische RNA-Fraktion. DYER und Mitarbeiter geben in 

späteren Arbeiten (PAYNE und DYER 1971, 1972) für Chloroplasten-

5 S RNA langsamere elektrophoretische Beweglichkeit als für die 

cytoplasmatische 5 S RNA Komponente an. 

Nach gelelektrophoretischer Trennung niedermolekularer RNA aus 

oberflächensterilisierten (4 Stunden eingequollenen) Embryonen 

von Hordeum vulgare erhält man eine langsam wandernde schmale 

Fraktion und eine breitere Bande mit höherer elektrophoretischer 

Beweglichkeit (Abb. 59, 60, 61). Ein Vergleich zu coelektropho­

retisch getrennter 5 S RNA aus E. coli, die etwa 10% tRNA ent­

hielt, zeigt, daß die schnell wandernde - als 4 S bezeichnete 

Fraktion (Abb. 59) - mit transfer RNA identisch ist (Abb. 61). 

Die aus der log-Phase von E. coli extrahierte 5 S RNA spaltet 

sich in 15%igen Gelen in zwei Fraktionen auf: eine langsam 

wandernde, breite Bande und eine schmalere Bande mit höherer 

elektrophoretischer Mobilität; letztere ist in den Pherogrammen 

häufig nur als schwach ausgeprägte Schulter abgesetzt (Abb. 59-

61). Die langsam wandernde breite Bande der 5 S RNA von E. coli 



m 
"' 

3 

:0 

3 

m 
"' "' 0 

:0 

3 

0 

0 

0 

- 138 -

2 

2 

5S 

2 

H. vulgare 

+ E. coli 
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Abb. 61: Trennung von niedermolekularer RNA aus etiolierten Pri­
märblättern der Gerste (unten), E. coli (Mitte) und Co­
elektrophorese von E. coli plus Gerste (oben) in 15%igen 
Polyacrylamidgelen (Trennbedingungen: S mA/Gel, 4 Stun­
den; Anfärbung mit "stains all") 
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und die langsam wandernde niedermolekulare RNA von Hordeum 

vulgare-Embryonen haben gleiche elektrophoretische Mobilität 

(Abb. 59, 61). Sie muß mit der cytoplasmatischen 5 S RNA iden­

tisch sein, weil - nach der elektronenmikroskopischen Unter­

suchung - in den meristematischen Zellen der Embryonen fast 

ausschließlich cytoplasmatische Ribosomen und keine oder nur 

wenige Ribosomen in den Proplastiden vorkommen (Abb. 57). 

In Geweben mit ausdifferenzierten Plastiden (Etio- bzw. Chloro­

plasten) tritt eine zusätzliche Bande mit größerer elektropho­

retischer Mobilität als die cytoplasmatische 5 S RNA auf. Diese 

Bande ist in den Nucleinsäuren aus grünen, mit Dauerlicht be­

lichteten und etiolierten, 7 Tage alten Primärblättern etwa 

gleich stark ausgeprägt. Sie ist in den Densitogrammen der nie­

dermolekularen RNA aus Embryonen von H. vulgare nicht vorhanden 

(Abb. 62). Daß es sich um eine plastidäre 5 S RNA handeln muß, 

läßt sich rückschließend folgern: 

- Die Fraktion ist nur in Chloroplasten- bzw. Etioplasten-haltigen 

Blättern vorhanden und fehlt in den Pherogrammen der Nuclein­

säuren aus Proplastiden-haltigen Embryonen. 

- Die Fraktion tritt synchron mit der Zunahme der hochmolekula­

ren 23 S und 16 S RNA in Erscheinung. Sie ist erst ab dem 

dritten Tag der Keimung nachweisbar. 

- Die Fraktion fehlt in Chromo-, Leuco- oder Amyloplasten-halti­

gen Geweben; d.h. in entwicklungsgestörten oder degenerieren­

den Plastidentypen, die - wie die elektronenmikroskopische 

Untersuchung ergab - keine oder nur wenige 70 S Ribosomen be­

sitzen. Die Diskrepanz zwischen dem elektronenmikroskopisch 

nachweisbaren Vorkommen weniger Plastidenribosomen und dem 

Fehlen der entsprechenden rRNA Fraktionen nach Gelelektropho­

rese kann insofern erklärt werden, als der relativ geringe 

Gehalt plastidärer rRNA (~2%) gegenüber dem hohen Anteil cyto­

plasmatischer rRNA bei der Trennung der Gesamtnucleinsäuren 

mit den Methoden der Polyacrylamid-Gelelektrophorese nicht er­

faßt werden kann. 

Der planimetrisch - aus den Pherogrammen von Nucleinsäuren aus 
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4 
Gellänge cm 
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Abb. 62: Trennung niedermolekularer RNA in 15%igen Polyacryl­
amidgelen aus freipräparierten Gerstenembryonen (unten), 
belichteten (5 kLux, Dauerlicht) und etiolierten Primär­
blättern der Gerste (oben). Coelektrophorese von 5 S 
RNA aus E. coli mit niedermolekularer RNA aus 7 Tage 
belichteten (Dauerlicht, 5 kLux), grünen Primärblättern 
(obere Reihe, links) 
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7 Tage alten grünen oder etiolierten Blättern - ermittelte 

Gehalt an cytoplasmatischer 5 S RNA beträgt 3%; die plastidäre 

5 S RNA macht 2% der Gesamtnucleinsäuren aus. Das Mengenverhält­

nis der 5 S RNAs zur tRNA variiert von 1 : 6 bis 1: 8. 

Aufgrund der Ergebnisse der gelelektrophoretischen Trennung 

niedermolekularer Nucleinsäuren aus Embryonen und Blättern 

der Gerste mit unterschiedlich ausgeprägtem Differenzierungs­

grad ihrer Plastiden darf man schließen, daß: 

- mit der Entwicklung der Proplastiden zu Etioplasten bzw. 

Chloroplasten, die mit einer Zunahme an 70 S Ribosomen und 

der Synthese hochmolekularer 23 S und 16 S RNA verbunden 

ist, gleichzeitig die Bildung der plastidären 5 S RNA erfolgt; 

- die elektrophoretische Beweglichkeit der plastidären 5 S rRNA 

größer als die der entsprechenden cytoplasmatischen 5 S rRNA 

ist. 

Hinweise auf die synchrone Bildung hochmolekularer und nieder­

molekularer rRNA in den Chloroplasten bzw. Etioplasten (23 S, 

16 S, 5 S) stützen die Untersuchungen von BROWN und LITTNA 

(1966) über die rRNA Synthese bei Xenopus levis. Danach werden 

die 5 S RNA und beide cytoplasmatischen, hochmolekularen RNAs 

parallel synthetisiert. In Vicia faba-Blättern ist die lichtin­

duzierte Bildung der hochmolekularen rRNAs während der Chloro­

plastengenese aus Etioplasten mit einer Zunahme der plastidären 

5 S RNA verbunden. Albina-Mutanten von V. faba, die keine elek­

tronenmikroskopisch identifizierbaren Ribosomen im Plastiden-

s troma enthalten, fehlt die plastidenspezifische 5 S RNA Fraktion 

(DYER et al. 1971). Analoge Untersuchungen MAK-chromatographier­

ter, niedermolekularer RNA aus Allium porrum und Zea mays be­

stätigen, daß die Existenz der plastidären 5 S RNA mit dem Vor­

kommen von Ribosomen in diesen Zellorganellen verknüpft ist. In 

Etioplasten und Chloroplasten von Zea mays ist 5 S RNA vorhanden; 

in den weißen Streckungszonen der Blattbasen von A. porrum, die 

Leucoplasten enthalten, fehlt die plastidäre 5 S RNA (RUPPEL 

1969). 
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Um den Zusammenhang der Existenz der hochmolekularen rRNA und 

der 5 S RNA in Plastiden durch weitere Beispiele zu erhärten, 
wurden weitere Plastidentypen auf die Verbreitung von 23 S, 
16 S und ihre 5 S RNA überprüft. 

X. 1. Verbreitung von rRNA in verschiedenen Plastidentypen 

In Anlehnung an die Klassifizierung von Plastidentypen nach 

MÜHLETHALER (1971) wurde die Zusammensetzung des Nucleinsäure­

spektrums und der Einbau von 32 P-Orthophosphat in Nucleinsäuren 

aus Geweben mit Chloroplasten (Hordeum vulgare L.), Amyloplasten 

(Solanum tuberosum L.), Leucoplasten (Allium porrum L.) und 

Chromoplasten (Narcissus incomparabilis Mill.) untersucht. 

Mit Hilfe der Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden phenol­

extrahierte Nucleinsäuren aus ergrünenden Primärblättern der 
Gerste (drei Tage Etiolement, ein Tag Belichtung mit 2 500 Lux 

Weißlicht) und aus dunkelgekeimten Ausläuferspitzen von Solanum 

tuberosum getrennt. Ferner wurden die Nucleinsäuren der weißen, 

basalen Blattscheiden von Allium und der Blütenblätter von Nar­

cissus nach discelektrophoretischer Trennung untersucht. Das ab­

geschnittene Blattmaterial bzw. äie Stolonenspitzen wurden 3 

Stunden mit 32 P-Orthophosphat (20f Ci/ml) unter Belichtung 
(2,5 kLux) inkubiert. Die Nucleinsäuren wurden nach KIRBY und 

Mitarbeitern (1967) extrahiert und 80 - 100? g der in SSC-Puffer 
gelösten Nucleinsäuren in kombinierten Polyacrylamidgelen bei 

einer Laufdauer von 4,5 Stunden (4°C) unter den oben beschrie­
benen Bedingungen getrennt (vgl. LOENING 1967). Die niedermole­

kulare RNA wurde in kombinierten Gelen (Obergel: 2,4% Monomer­

Konzentration, 4 cm Länge; Untergel: 15% Monomer, 11 cm Länge) 

weiter aufgetrennt (4 mA/Gel, Laufdauer 4 Stunden, 4°C). Die 

hochmolekulare RNA wandert nicht in das Untergel ein. 

Für die präparative Trennung der niedermolekularen RNA-Fraktionen 
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wurde die Discelektrophorese-Apparatur der Fa. Canalco (Prep 

Disc) verwendet, die mit einer Elutionspuffersteuerung (Fa. 

"WTW") und einem synchron arbeitenden Punktschreiber (Fa. Witt­
hof) ausgestattet wurde. Während der Trennung wurde mit Innen­

und Außenkühlung das Gel auf 4°C gekühlt. Das Eluat wurde im 

Uvicord I (Fa. Colora) bei 254 nrn photornetriert und anschließend 

im Fraktionssammler aufgeteilt. Durch die variable Elutions­

steuerung kann die Strörnungsgeschwindigkeit des Elutionspuffers 

während der Trennung den Beweglichkeiten der aus dem Gel aus­

tretenden Fraktionen synchron angepaßt werden. Dadurch bleiben 

die ursprünglich im Gel vorhandenen Konzentrationsverhältnisse 

erhalten. Synchron zum Abfall der Förderleistung der Elutions­

pufferpumpe werden Punktfolge und Papiervorschubgeschwindigkeit 

heruntergesteuert (Abb. 63). Zur Trennung wurden 15%ige Gele mit 

einer Länge von 5 - 7 cm verwendet. Bei einer Stromstärke von 

20 mA/Gel lagen die Trennzeiten zwischen 6 - 8 Stunden. Die Elek­

trodenpufferlösung und die Elutionspuffer hatten identische Zu­

sammensetzung und entsprachen den bei der analytischen Trennung 

verwendeten Elektrodenpufferlösungen. 

Die DNA und die hochmolekulare, ribosornale RNA (rRNA) aus jungen 

Prirnärblättern der Gerste mit Chloroplasten trennen sich in den 
2,4%igen Obergelen in fünf Banden auf. Neben der DNA sind 25 S 

und 18 S RNA als Bestandteile der cytoplasrnatischen 80 S Riboso­

men und die 23 S und 16 S RNA aus den 70 S Ribosomen der Chlo­

roplasten vorhanden (vgl. LOENING und INGLE 1967). Die nieder­

molekulare RNA trennt sich im unteren, 7,5%igen Gel in eine 5 S 

und 4 S Bande auf (Abb. 64, 65). Alle densitornetrisch nachweis­

baren Nucleinsäurefraktionen aus den jungen, ergrünenden Blättern 

sind 32 P-rnarkiert (Abb. 65). 

Nach discelektrophoretischer Trennung der Nucleinsäuren aus 

Stolonen von Solanum tuberosurn mit Arnyloplasten sind in den 

2,4%igen Obergelen DNA und nur rRNA vorn 25 S und 18 S Typ vor­

handen. Diese Banden sind radioaktiv markiert. Die rRNA aus 

Arnyloplastenribosornen läßt sich gelelektrophoretisch nicht 

nachweisen (Abb. 65). Im Stroma der Arnyloplasten und Leucopla­

sten lassen sich jedoch wenige - in bezug auf die große Anzahl 

der cytoplasrnatischen Ribosomen - Plastidenribosornen elektronen-
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Abb. 63: Apparative Anordnung der präparativen Gelelektrophorese 
zur Trennung niedermolekularer RNA. 
1 = Trennkammer; 2 = Stromversorgungsgerät; 
3.= Kühlsystem; 4 = Elutionspuffervorrat; 
5 Elutionssteuerung und Pumpe; 6 = Durchflußphotometer; 
7 Schreiber; 8 = Fraktionsteilersteuerung; 
9 = Fraktionsteiler 

mikroskopisch nachweisen. Das Beispiel beider Plastidentypen 
verdeutlicht, daß die Existenz weniger Plastidenribosomen nur 

elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden kann. Die Methode 

der Discelektrophorese ist in diesem Falle, d.h. bei einem re­

lativ großen Gehalt an 80 S Ribosomen, nicht ausreichend, um 

geringe Konzentrationen der rRNAs aus 70 S Ribosomen nachzu­

weisen. 

In den Pherogrammen der Nucleinsäuren aus gelblich-weißen Blatt­

pasen von Allium mit Leucoplasten kommen nur die 25 S und 18 S 

RNA vor. Die 23 S und 16 S RNA ist in den Densitometerkurven 
nicht - oder nur als schwach angedeuteter Peak - nachweisbar. 

Dennoch findet im prospektiven Bereich der 23 S und 16 S RNA 

in den 2,4%igen Obergelen ein Einbau von 32 P statt. Radioaktiv 

markiert sind ferner die 25 S und 18 S RNA sowie die niedermole­

kularen RNA Fraktionen in den 7,5%igen Untergelen (Abb. 65). 
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In den Nucleinsäuren aus Blütenblättern von Narcissus mit 

Chromoplasten läßt sich discelektrophoretisch in den 2,4%igen 

Gelen keine rRNA vom 23 S und 16 S Typ nachweisen. Der ultra­

strukturelle Feinbau der stark degenerierten Plastiden mit 

myelinartigen, konzentrisch angeordneten Thylakoiden entspricht 

der von NICHOLS und Mitarbeitern (1967) beschriebenen Chromo­

plastenstruktur. In den Stromaresten dieses Plastidentyps ließen 

sich keine Plastidenribosomen nachweisen. Im Cytoplasma sind 

Ribosomen vorhanden,und ihre RNAs trennen sich nach Discelektro­

phorese in ihre 25 Sund 18 S Anteile auf (Abb. 65). 

DNA 25S 23S 18S 16S SS 4S RNA 

Hordeum vulgare 

Allium porrum 

VI% .. 7.5% 

Abb. 64: Trennung von Nucleinsäuren aus H. vulgare mit Chloro­
plasten und A. porrum mit Leucoplasten in zusammen­
gesetzten Polyacrylamidgelen. Anfärbung mit 'stains 
all' (s. Text) 

Möglicherweise sind die geringen, von STRAUS (1961) in Chromo­

plasten nachgewiesenen RNA Anteile (3,3 bzw. 5,9%) auf Verun­

reinigungen durch cytoplasmatische RNA bei der Chromoplasten­

isolation zurückzuführen. Andererseits wäre denkbar, daß art­

spezifische Unterschiede oder der unterschiedliche Differen­

zierungszustand der Daucus-Chromoplasten den geringen RNA 

Gehalt erklären. 

Bei Verwendung langer, hochkonzentrierter Gele (7,5 - 15% Mono­

mer-Konzentration) läßt sich die 5 S RNA weiter auftrennen. Im 

Falle der chloroplastenhaltigen Primärblätter der Gerste spaltet 

sich die 5 S RNA in zwei Banden auf (Abb. 66). In Chromo~, Leuco­

und Amyloplasten-haltigen Geweben ist nur eine 5 S Bande vor­

handen, die in ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit mit der 
ersten 5 S Fraktion aus chloroplastenhaltigen Geweben identisch 

ist (Abb. 66). 
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verschiedenen Plastidentypen in zusammengesetzten Poly­
acrylamidgelen 



- 147 -

Aufgrund des Vergleiches unterschiedlicher Plastidentypen liegt 

es nahe anzunehmen, daß im Falle grüner Gerstenblätter die obere 
5 S Bande mit der geringeren elektrophoretischen Mobilität RNA 

cytoplasmatischer Herkunft ist, während die zweite 5 S RNA Bande 

mit erhöhter elektrophoretischer Beweglichkeit aus den Chloro­
plasten stammt. Das Vorkommen dieser plastidären 5 S Fraktion 

ist jeweils mit der Anwesenheit der entsprechenden hochmoleku­

laren rRNA (23 S und 16 S) korreliert. 

Der prozentuale Anteil der einzelnen, discelektrophoretisch ge­

trennten 5 S RNA Banden wurde durch Integration der Peak-Flächen 

in den Densitographien ermittelt. Die cytoplasmatische 5 S RNA 

macht im Falle von Hordeum 18,2% der gesamten niedermolekularen 

RNA (entsprechend 3% der gesamten Blattnucleinsäuren) aus. Die 

den Chloroplasten zuzuordnende 5 S Bande besitzt 11,2% der nie­

dermolekularen RNA (entsprechend 2% der Gesamtnucleinsäuren). 

Es konnte gezeigt werden, daß die im Sedimentationsverhalten 

in der analytischen Ultrazentrifuge einheitliche 5 S RNA in 

langen Polyacrylamidgelen mit hoher Monomerkonzentration in 

zwei Banden aufgetrennt werden kann. Durch Vergleich chloropla­

stenhal tiger Blätter von Allium (unveröffentlicht) und Hordeum 

mit chloroplastenfreien, basalen Blattbasen von Allium ließ 

sich ermitteln, daß die 5 S RNA Bande mit der größeren elektro­

phoretischen Beweglichkeit aus den Chloroplasten stammt. Die 

5 S RNA des Cytoplasmas hat geringere elektrophoretische Mobi­

lität. 

Diese - möglicherweise auf unterschiedlichen Ladungsverhältnissen 

beruhenden - Trenneigenschaften der 5 S RNAs in den analytischen 

Gelen lassen sich auch zur präparativen Trennung verwenden. Mit 

Hilfe der präparativen Discelektrophorese ließen sich beide 5 S 

Fraktionen reproduzierbar tren~en (Abb. 67), so daß eine weitere 

Analyse der beiden 5 S RNA Fraktionen möglich ist. 

Der Vergleich der elektrophoretischen Beweglichkeit von 5 S RNA 

aus verschiedenen Plastidentypen und aus Plastiden unterschied­

lichen Differenzierungsgrades (Proplastiden, Etio- und Chloro­

plasten) mit der entsprechenden niedermolekularen cytoplasma-
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Abb. 66: Elektropherogramme niedermolekularer RNA aus chloro­
plastenhaltigen (H. vulgare) und leucoplastenhaltigen 
Blättern (A. porrum) 
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Abb. 67: Präparative Trennung niedermolekularer RNA aus 
H. vulgare (7 Tage alte Primärblätter) mit der 
in Abb. 63 angegebenen Trennapparatur 
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tischen 5 S RNA bestätigt im wesentlichen die Untersuchungen 

von DYER und LEECH (1968). Danach besitzt die plastidäre 5 S 

RNA größere Mobilität als die cytoplasmatische 5 S RNA bei 

ihrer Trennung mit der Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Dieses 

Ergebnis steht allerdings im Widerspruch zu den neueren Ergeb­

nissen von PAYNE und DYER (1971, 1972) über 5 S RNA aus Vicia 

faba und aus Cyanophyceen. Danach wandert die 5 S RNA aus Chlo­

roplastenribosomen in den Disc-Elektropherogrammen langsamer 

als die 5 S RNA der Cytoplasmaribosomen. Bezogen auf die E. coli 

5 S RNA (120 Nucleotide, M.W. 38 750, BROWNLEE et al. 1967) und 

pflanzliche 4 S RNA (78 Nucleotide, M.W. 25 000) berechneten die 

Autoren entsprechend der inversen Beziehung der elektrophore­

tischen Mobilität und dem Logarithmus des Molekulargewichtes 

für cytoplasmatische 5 S RNA ein Molekulargewicht von 37 900 

(118 Nucleotide) und für 5 S RNA aus Chloroplasten ein Moleku­

largewicht von 39 500 (122 Nucleotide). 

Coelektrophoresen von 5 S RNAs unterschiedlicher taxonomischer 

und intrazellulärer Herkunft ergaben für cytoplasmatische 5 S 

RNA höherer Pflanzen und für 5 S RNA einer blaugrünen Alge 

(Nostoc) in 12,5%igen Polyacrylamidgelen identische Wanderungs­

geschwindigkeiten. Beide niedermolekularen rRNAs hatten höhere 

elektrophoretische Beweglichkeit als die 5 S RNA aus E. coli; 

langsamste 5 S RNA-Fraktion war die der Chloroplasten (PAYNE 

und DYER 1972). 

Dieses Ergebnis von PAYNE entspricht insofern nicht den Erwar­

tungen, als prokaryontische rRNA höhere elektrophoretische Be­

weglichkeit besitzen sollte als eukaryontische rRNA. Darüber 

hinaus widerspricht es unseren Befunden nach Trennung nieder­

molekularer rRNA in 15%igen Polyacrylamidgelen. Danach hat die 

plastidäre 5 S RNA größere elektrophoretische Beweglichkeit als 

die cytoplasmatische 5 S RNA. Beide Fraktionen liegen jedoch 

noch im Bereich von 5 S RNA aus E. coli, die in dem von uns ver­

wendeten Gelsystem in zwei Fraktionen bandiert. 
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XI. Ribosomale RNA-Synthese und lichtinduzierte Chloroplasten­

entwicklung aus Etioplasten. Die Wirkung spezifischer 
Inhibitoren auf die Membranbildung 

Die Entwicklung der Etioplasten zu Chloroplasten in Angiospermen 

ist die Summe lichtabhängiger und lichtunabhängiger Synthesen. 
Im Falle der lichtabhängigen Stimulierung von Enzymaktivitäten 
oder von Enzymsynthesen werden diese durch membrangebundene, 

chromophore Systeme induziert und reguliert. Die Komplexität 

photoregulierter Synthesen während der Chloroplastengenese wird 

durch folgende Beispiele verdeutlicht: 

- Photoregulation von Enzymen des reduktiven Pentosephosphat­

weges 

- Photokonversion von Protochlorophyllid 

- Photoregulation von Nucleinsäuresynthesen 

- Photostimulation von Lipidsynthesen (vgl. Kap. VII). 

Einige Enzyme des reduktiven Pentosephosphatweges werden durch 

das Phytochromsystem photoreguliert: Rotlicht (661 nm) erhöht 
die Aktivität von Ribulose-1 ,5-diphosphat Carboxylase, Trans­

ketolase, Ribose-5-phosphatisomerase in Secale um den Faktor 

1,6 - 2,6 (FEIERABEND und PIRSON 1966). Dunkelrot (731 nm) re­

duziert, die Lichtfolge Hellrot-Dunkelrot reversibiliert und 
Blaulicht (435 nm) zeigt keinen oder nur wenig Einfluß auf die 
Enzymaktivitäten. In Pisum sativum und Phaseolus vulgaris ist 

die Phytochrom-regulierte Steigerung der Enzymaktivitäten des 

Calvin-Zyklus wesentlich größer: Ribulose-1 ,5-diphosphat Carboxy­

lase (91x), NADP-Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (35x), 

Fructose-1 ,6-diphosphatase (15x), NAD-Triosephosphat-Dehydro­
genase (5x), das plastidenspezifische Fraction !-Protein (11x), 

Phosphoribulokinase (24x, maximale Werte bezogen auf Frisch­
gewichteinhei ten oder Blattzahl, GRAHAM et al. 1968, BRADBEER 

et al. 1972, MARGULIES 1965, vgl. SCHOPFER 1972). 

Rotlicht hat Einfluß auf die Protochlorophyllidreduktion (s.u.) 
und - im Gegensatz zu Blaulicht - keine Einfluß auf den weite-

ren Verlauf der Chlorophyllsynthese (FEIERABEND und PIRSON, 1966). 
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zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, daß zwei getrennte Pho­

torezeptorsysteme die Synthese der Enzyme (z.B. Ribulose-1,5-

diphosphat Carboxylase, BRADBEER et al. 1972) des reduktiven 

Pentosephosphatweges und deren Aktivität sowie die Chlorophyll­
synthese induzieren und regulieren. Primärer Photoregulator 

für einen Teil der löslichen Stromaproteine scheint das Phyto­

chromsystem zu sein, während als Photoakzeptar für die Chloro­

phyllsynthese das Protochlorophyllid fungiert. 

Die Chlorophyllsynthese während der Photomorphogenese von Etio­

plasten zu Chloroplasten läßt sich in ihrem zeitlichen Verlauf 

in drei Abschnitte gliedern. Licht induziert die Reduktion des 

in Etioplasten akkumulierten Protochlorophyllids zu Chlorophyllid 

a. Darauf folgt eine lag-Phase, in der keine sichtbaren Mengen 

von Chlorophyll gebildet werden und anschließend eine log-Phase, 

in der die Synthese von Chlorophyll a und b bis zum Erreichen 

eines stationären Zustandes abläuft (KOSKI 1950, VIRGIN 1955, 

1957, GASSMAN und BOGORAD 1967). 

Die Dauer der Photokonversion des Protochlorophyllids zu Chloro­

phyllid a - eine nichtenzymatische Reaktion - bei der zwei Pro­

tonen stereospezifisch an den Porphyrinring angelagert werden 

(vgl. Kap. I), liegt - je nach Belichtungsintensität - im Sekun­

denbereich und kann bis zu einigen Minuten dauern (SMITH und 

BENITEZ 1954). Die Phytylierung des Chlorophyllids zu Chloro­

phyll a ist lichtunabhängig und dauert etwa 30 Minuten (WOLFF 

und PRICE 1957). 

Die Dauer der lag-Phase beträgt bei Hordeum vulgare 2 - 3 Stunden. 

Sie unterliegt einer Phytochrom-regulierten Kontrolle (WITHROW 

et al. 1956, PRICE und KLEIN 1961, VIRGIN 1961). Die lag-Phase 

kann durch Rotlichtgaben (660 nm) und einer zusätzlichen Dunkel­

phase (5 - 15 Stunden) aufgehoben werden (SISLER und KLEIN 1963). 

Gleiches gilt auch für in vivo-applizierte 5-Aminolaevulinsäure 

(ALA), einer Porphyrinvorstufe (GRANICK 1959), und relativ hohe 

Luftfeuchtigkeit (80 - 85%, ALBERTE et al. 1973). Die Synthese­

rate von Chlorophyll a und die Protochlorophyllidregeneration 

in der lag-Phase ist'von der Menge verfügbarer ALA abhängig. 

GRANICK (1959) nimmt an, daß in etiolierten Hordeum-Blättern die 
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Enzyme, die ALA in Protochlorophyllid umwandeln, nicht die li­

mitierenden Faktoren sind, weil exogen applizierte ALA den Pro­

tochlorophyllidgehalt erhöht, sondern daß die Chlorophyllsyn­

these durch die Rate der ALA-Synthetase - ein Enzym mit schnel­

lem 'turn-over' - reguliert wird. Möglicherweise haben die an 

der ALA-Synthese beteiligten Enzyme (5-ALA-Synthetase und Succi­

nat-Thiokinase) kurze Halbwertszeiten (10', SÜZER und SAUER 

1971; 90', NADLER und GRANICK 1970) und bilden somit den limi­

tierenden Faktor bei der Chlorophyllsynthese. 

Das Intermediärprodukt ALA wird durch Kondensation von Succinyl­

CoA und Glycin durch da~ Enzym 5-Aminolaevulinsäure-Synthetase 

in Bakterien und Mitochondrien von Leberzellen synthetisiert und 

in das Cytosol exportiert (GRANICK 1967). Ein Nachweis dieses 

Enzyms in Pflanzen ist bisher nicht gelungen. Darüber hinaus 

wird die ALA-Synthese aus Succinyl-CoA und Glycin durch die 

Succinyl-CoA-Synthetase für möglich gehalten. KIRK und PYLIOTIS 

(1972) weisen Succinyl-CoA-Synthetase in isolierten Mitochon­

drien und im Mitochondrien-haltigen überstand von Weizen und 
Pisum nach. Als Arbeitshypothese schlagen sie vor, daß Succinyl­

CoA-Synthetase in Mitochondrien ALA synthetisiert. ALA soll 

dann - analog den Verhältnissen in Leberzellen - in das Cyto­

plasma abgegeben und von den Plastiden aufgenommen werden. Das 

nächste Enzym, das die aus dem Cytoplasma aufgenommene ALA ver­

wendet, ALA-Dehydratase, ist in den Chloroplasten lokalisiert 

(CAVELL und KAHN 1964, NANDI und WAYGOOD 1967). Demnach haben 

Chloroplasten nicht die volle Autonomie über die Regulation 

und Synthese der Chlorophylle. Bei den oben erwähnten Teilab­

schnitten sind sie auf die Mitochondrien angewiesen. 

Untersuchungen von GASSMAN und GOGORAD (1967) mit Inhibitoren 

der Nucleinsäuresynthese (Actinomycin D) und der Proteinsynthese 

(Chloramphenicol), die beide die Chlorophyllsynthese hemmen, 

führten zu der Hypothese, daß eine kurzlebige mRNA, deren Syn­

these lichtabhängig ist, kontinuierlich transcribiert wird. Sie 

ist für die Synthese der an der ALA-Produktion beteiligten En­

zyme zuständig. NADLER und GRANICK (1970) schlagen eine Arbeits­

hypothese für die Regulation der Chlorophyllsynthesen vor, die 

eine Phytochrom-regulierte Kontrolle auf der Ebene der Trans-



- 153 -

lation vorsieht. Ihr Konzept setzt inaktive, maskierte, im 

Etiolement gebildete mRNAs voraus, die in der lag-Phase akti­
viert werden und für die Synthese der ALA-Synthetase zuständig 
sind. 

Unklar ist, inwieweit die Wirkung des Phytochroms bei der Chlo­

roplastengenese selektiv die Membranpermeabilität kontrolliert 
und damit ihren Einfluß etwa über die Regulation des Substrat­

angebotes geltend macht (HENDRICKS und BORTHWICK 1967) und/oder 
durch selektive Genaktivierung zur de novo-Synthese von Enzymen 

führt (MOHR 1966, 1970; SCHOPFER und HOCK 1971). Diese zweite 
Theorie impliziert die Transcription neuer mRNAs infolge diffe­

rentieller Genaktivierung. Es ist denkbar, daß die Phytochrom­
Wirkung sich in einer erhöhten Aktivität der DNA-abhängigen 

RNA-Polymerase ausdrückt. Tatsächlich induziert die Belichtung 

etiolierter Pisum-Keimlinge mit Rotlicht eine Steigerung der 

DNA-abhängigen RNA-Polymerasen des Kernes und der Etioplasten 

(BOTTOMLEY 1970). Die Reaktion ist durch zusätzliche Dunkelrot­
gaben nur im Falle der nucleären RNA-Polymerase reversibel. Die 

unterschiedliche Reaktion kann Folge einer unterschiedlichen 

Empfindlichkeit des Phytochroms in beiden Organellen sein oder 
auf verschiedenen Photoakzeptorsystemen beruhen (TURNER und 

VINCE 1969). 

Aufgrund der gelelektrophoretischen Untersuchung der 23 S und 

16 S RNA aus gleichalten Etioplasten und Chloroplasten von H. 

vulgare ergab sich kein Anhaltspunkt für den Einfluß des Lichtes 
auf die rRNA-Synthese (Kap. X). Das Ergebnis bestätigt die Vor­
stellung von BOARDMAN (1966), daß die Genese der Chloroplasten 

aus Etioplasten nicht mit einer zusätzlichen signifikanten Zu­
nahme von 70 S Ribosomen verbunden ist. Das Verhältnis von 

70 S : 80 S Ribosomen beträgt 1 : 2,86 in etiolierten Blättern 
und 1 : 2,14 in grünen Blättern. Licht ist für die rRNA-Synthese 

in Hordeum kein obligater Faktor; möglicherweise kann es aber 

in Pflanzen, deren Proteinsynthese stark durch das Phytochrom 

stimuliert wird (z.B. Pisum sativum), eine zusätzliche rRNA­

Synthese bewirken (~COTT et al. 1971). 

Actinomycin D - ein Inhibitor der DNA-abhängigen RNA-Polymerase -
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hemmt die Chlorophyllsynthese nach Belichtung etiolierter 

Phaseolus-Blätter (BOGORAD urtd JACOBSON 1964); es ist anzu­

nehmen, daß Licht die Bildung von mRNAs oder die Aktivierung 

(im Etiolement) präformierter, maskierter mRNAs (vgl. SPIRIN 

1963) bewirkt. Dafür sprechen erhöhte RNA-Polymerase Aktivi­

täten in Plastiden (BOGORAD 1967) oder in Plastiden und Kernen 

(BOTTOMLEY 1970) infolge von Belichtung. 

Anlaß für die folgende, vergleichende Untersuchung der Nuclein­

säuresynthesen, des Chlorophyllgehaltes und der Plastidenultra­

struktur während der Chloroplastengenese aus Etioplasten war 

die Frage, ob und inwieweit die Verwendung spezifischer Inhi­

bitoren zusätzliche Information über Transcriptions- und Trans­

lationsaktivitäten im Cytosol und den Plastiden bringt. 

Folgende Inhibitoren des Nucleinsäurestoffwechsels und der Pro­

teinsynthese wurden verwendet: Actinomycin D, Mitomycin c, 

Nalidixinsäure, Rifampin, Cycloheximid (Actidion) und Chlor­

amphenico1.· 

Actinomycin D und Mitomycin c hemmen die Nucleinsäuresynthesen 

auf der Ebene der Transcription. Actinomycin D schaltet primär 

die DNA-abhängige RNA-Polymerase aus, indem Inhibitor und DNA 

eine Komplexbindung eingehen (REICH und GOLDBERG 1966). Mitomy­

cin c hemmt die DNA-abhängige RNA-Synthese durch kovalente Bin­

dung des Hemmstoffs mit beiden DNA-Doppelsträngen ("cross­

linking", SZYBALSKI und IYER 1964, KODAMA 1967). Nalidixinsäure 

verhindert die DNA-Replication in Bakterien (COOK et al. 1966, 

DIETZ et al. 1966). 

Rifampin ist - im Gegensatz zu Actinomycin D - ein selektiver 

Inhibitor der DNA-abhängigen RNA-Polymerase. RNA-Polymerase von 

Bakterien ist sensitiv gegenüber Rifamycinen (HARTMANN et al. 

1967), während die RNA-Polymerase aus Eukaryonten-Kernen un­

empfindlich gegenüber Rifamycinen ist (WEHRLI et al. 1968). 

Chloramphenicol blockiert spezifisch die bakteriellen Protein­

synthesen durch Bindung an die 50 S Untereinheit des 70 S 

Monosoms (VASQUEZ 1966). In Eukaryonten mit 80 S Ribosomen ist 

es innerhalb physiologisch vertretbarer Grenzen unwirksam. 
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Cycloheximid (Actidion) hemmt die Proteinsynthese von Eukaryon­
ten mit 80 S Ribosomen. Möglicherweise unterbindet es die Pro­

teinsynthese auf der Stufe der Peptidbindung oder deren Trans­
location am 80 S Ribosom (SIEGEL und SISLER 1965). Cycloheximid 
ist gegenüber 70 S-haltigen Prokaryonten unwirksam. 

Die selektive Wirkung von Rifampin, Chloramphenicol und Cyclo­

heximid war für die folgende Untersuchung insofern von Interesse, 

als die Steuerung der Chloroplastengenese in höheren Pflanzen 
der Kontrolle des Kernes und der Plastiden unterliegt und Trans­
criptions- und Translationsaktivitäten im Cytosol und im Pla­
stidenstroma zu erwarten sind. 

Phenolextrahierte Nucleinsäuren aus 7 Tage alten, etiolierten 

Primärblättern aus H. vulgare, die in der Dunkelphase mit 32 P­

Orthophosphat inkubiert wurden (vgl. Kap. II) zeigen nach chro­

matographischer Trennung mit der MAK-Säule einen radioaktiven 

Einbau in die niedermolekulare - hier als 's'RNA bezeichnete -

RNA-Fraktion, in die DNA und die hochmolekulare rRNA. Bei der 
von uns verwendeten Steilheit des NaCl-Gradienten (Abb. 68) 

wird die 's' -RNA als eine Fraktion von der Säule eluiert .. Sie 
ist, wie die nachträgliche Trennung von 15%igen Polyacrylamid­

gelen ergab, aus drei Komponenten zusanunengesetzt: tRNA und 

zwei niedermolekulare 5 S RNAs der 70 bzw. 80 S Ribosomen. Die 
hochmolekulare RNA wird als zweigipflige Fraktion von der Säule 

gewaschen. Sie besteht nach gelelektrophoretischer Trennung in 

2,4%igen Polyacrylamidgelen aus 25 S, 23 S, 18 Sund 16 S RNA 

(Kap. IX) . 

Ein Vergleich der Syntheseraten in den einzelnen Fraktionen -

gemessen als 32 P-Einbau pro f g DNA oder RNA - aus ergrünenden 

Blättern (Belichtungsdauer 4 und 12 Stunden) gegenüber der etio­

lierten Kontrolle ergibt in den Einzelfraktionen eine Steigerung 

um den Faktor 1 bis 4. Die Nucleinsäuresynthese der 's'RNA, DNA 

und rRNA ist zum Ende der lag-Phase der Chlorophyllsynthese 

größer als während der Phase intensiver Chlorophyllsynthese 

(nach 12 Stunden Belichtung, Abb. 68, Tab. XI). 
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Simultane Messung der Radioaktivität und der optischen Dichte 
(260 nm) ergibt in den Elutionsprofilen der Nucleinsäuren aus 
ergrünenden Blättern im Bereich zwischen der DNA und der rRNA 

einen leichten Anstieg im Einbau der radioaktiven Vorstufe 
(Abb. 68). Die Frage, ob und inwieweit es sich um hochmolekulare 

RNA Vorstufen (de KLOET 1965) oder um denaturierte DNA handelt, 
muß offen bleiben, weil eine weitere Charakterisierung dieser 

Zwischenfraktion mit Hilfe der Polyacrylamidgelelektrophorese 
noch aussteht. 

Um die relativ unspezifischen Ergebnisse von MAK-getrennten Ge­

samtnucleinsäuren aus Blättern einzuengen, wurden Etioplasten 
bzw. ergrünende Plastiden im Ficoll-Dextran-Saccharose-Gradienten 

getrennt (vgl. Kap. VIII). Die Synthese der niedermolekularen 

und hochmolekularen rRNA aus Etioplasten und ergrünenden Plasti­

den (aus Blättern, die 12 Stunden belichtet wurden) ist gleich 

(Tab. XII). Licht hat keinen Einfluß auf die rRNA-Synthese in 

den Plastiden dieses Differenzierungsgrades. 

Analog zu den Verhältnissen in ergrünenden Blättern (Abb. 68) 
ist der Bereich zwischen der DNA und der hochmolekularen rRNA 

stärker markiert (Abb. 69). Damit dürfte die erhöhte 32 P-Einbau­
rate in den DNA-rRNA Zwischenbereich ein Ausdruck plastiden­

eigener Nucleinsäuresynthesen oder ein unspezifischer, durch 

Denaturierung bedingter Effekt sein. 

Die Ultrastruktur von Etioplasten von H. vulgare in vivo und 

nach ihrer Isolierung zeigt den für Etioplasten typischen Fein­

bau: ein parakristallin angeordnetes inneres Membransystem 
(Prolamellarkörper) und in Kugelhaufen angeordnete Plastoglobuli 

an der Peripherie der Prolamell,arkörper (Abb. 70) .· Nach zwölf­
stündiger Belichtung sind die in Form des Prolamellarkörpers 
präexistenten Membranen restlos in Stromathylakoide umgewandelt. 

Zusätzlich werden während der log-Phase der Chlorophyllsynthese 

Granathylakoide neu gebildet (Abb. 71). Die Anordnung der Pla­

stoglobuli in ergrünenden Plastiden ist überwiegend solitär: 

durch die Ausbildung der Stroma- und Granathylakoide in der 

log-Phase wird die ursprüngliche, kugelhaufenartige Plastoglo­

bulianordnung aufgelockert (vgl. Kap. VII.1). Die Ribosomen der 
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Abb. 70, 71: Wirkung von Licht auf die Membranstruktur von Pla­
stiden. Etioplast mit parakristallinem Prolamellar­
körper (links). Chloroplast (12 Stunden Belichtung, 
5 kLux) aus Primärblättern von H. vulgare (rechts) 
mit Stroma- und Granathylakoiden 

Abb. 73: Polysomen (?) an der Thylakoidaußenfläche von er­
grünenden Plastiden (6 Stunden Belichtung, 5 kLux) 
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Etioplasten und der ergrünenden Plastiden aus 12 Stunden be­

lichteten Blättern sind monosomal angeordnet. Zu Beginn der 

log-Phase lassen sich auf der Außenseite der Stromathylakoide 

Ribosomen in linearer Anordnung nachweisen. Sie haben möglicher­

weise Polysomen-Charakten (Abb. 73). 

Der Einbau von 32 P-Orthophosphat in die 's'RNAs und die hoch­

molekularen RNAs ist in Gegenwart von Chloramphenicol stark 

gehemmt (Abb. 74, Tab. XIII). Chloramphenicol hat keinen Ein­

fluß auf die DNA-Synthese. Die Chlorophyllsynthese ist nach Vor­
inkubation etiolierter Blätter mit dieser Blocksubstanz in Dun­

kelheit und nachfolgender Belichtung um über 90% gehemmt (Tab. 

XIV). In den Plastiden der Primärblätter von H. vulgare läßt 

sich in Gegenwart von Chloramphenicol nach Belichtung (12 Stun­

den) keine Granathylakoidbildung nachweisen. Die Feinstruktur 

Chloramphenicol-behandelter Plastiden zeigt ausschließlich 

Stromathylakoide. Die Plastiden vermögen zwar unter Lichtein­

fluß während der lag-Phase den Prolamellarkörper in Stro~athy­

lakoide umzuwandeln, sind aber unfähig zur Granathylakoidaus­

bildung_ während der log-Phase der Chlorophyllsynthese (Abb. 76). 

Zur Interpretation der Wirkung von Chloramphenicol auf die 

Chlorophyllsynthese von Euglena gracilis (POGO und POGO 1965, 

KIRK 1968) und auf die lichtabhängige Ergrünung etiolierter 

Phaseolus vulgaris-Blätter in vivo (MARGULIES 1962, 1964; GASS­

MAN und BOGORAD 1965) existieren mehrere Hypothesen. Danach kann 

die Hemmung der Chlorophyllsynthese einmal auf der reduzierten 

Bildung von ALA beruhen. Die an der Bildung von ALA beteiligten 

Enzyme haben ein schnelles 'turn-over' und werden in Gegenwart 

von Chloramphenicol nicht neu gebildet (GASSMAN und BOGORAD 

1965). Nach Auffassung von KIRK und Mitarbeitern (K1RK und 

ALLEN 1965, KIRK und TILNEY-BASSETT 1967, KIRK 1968) unter­

drücken Inhibitoren der Proteinsynthese die Bildung von 'Struk­

tur'proteinen der Thylakoide oder des Proteinanteils des Proto­

chlorophyllid-Holochroms. Die Untersuchung von MACHOLD (1970) 

stützt die Annahme der mittelbaren Wirkung von Chloramphenicol 

auf die Membranproteine. In Vicia faba wird durch diesen Pro­

teinsynthese-Inhibitor die Bildung von zwei Chlorophyll-Protein-
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Tab. XI 

+ Nucleinsäuresynthese und Chloroplastengenese in Blättern 
von H. vulgare 

Belichtungsdauer 's'RNA DNA rRNA++ 
(Stunden) 

0 100,2 59,0 40,2 

4 223,7 164,0 167,8 

12 200,8 58,7 70' 1 

+ Markierung: 32 P (15;uCi/ml, 2 Stunden) 

Trennung MAK-Chromatographie 

++ 
Ipm/ /u g NS 

Tab. XII 

Nucleinsäuresynthese in isolierten Plastiden aus belichteten 

Blättern von H. vulgare 

Belichtungsdauer 
(Stunden) 

0 

12 

+ Ipm/ f g NS 

's'RNA 

237,0 

240,5 

DNA 

201,4 

191,87 

rRNA+ 

203,5 

220,4 
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komplexen der Thylakoidmembran unterdrückt. Dabei ist offen, 

ob der Ausfall dieser Banden der gelelektrophoretisch getrenn­
ten 'Struktur'proteine die Folge der Inhibierung der Synthese 

des Proteinanteils oder/und die Folge der Chlorophyllsynthese­

Hemmung ist. 

Ursache der Hemmung von Chlorophyllsynthese und Granathylakoid­

ausbildung durch Chloramphenicol kann in Zusammenhang mit der 

spezifischen Empfindlichkeit der 70 S Ribosomen gegenüber diesem 

Inhibitor gebracht werden (vgl. SMILLIE und SCOTT 1969). Chlor­
amphenicol hemmt den Aminosäureeinbau in isolierte Chloroplasten 
(BAMJI und JAGENDORFF 1966, ELLIS 1969) und in isolierte Etio­
plasten (REGER et al. 1972). Analog sollte für den Ausfall der 

Granathylakoidbildung bzw. der Chlorophyllsynthese eine Blockie­
rung der Proteinsynthese an den 70 S Ribosomen der Plastiden in 

Betracht kommen. Cycloheximid, ein Inhibitor von Proteinsynthe­

sen in Eukaryonten-Zellen mit 80 S Ribosomen (ENNIS und LUBIN 
1964), hat keinen Einfluß auf den Einb~u markierter Aminosäuren 

in Proteine isolierter Chloroplasten und Etioplasten (SPENCER 

1965, ELLIS 1969, REGER et al. 1972). 

Die Untersuchungen von VASQUEZ (1964, 1966) an E. coli 70 S 
Ribosomen und von ANDERSON und SMILLIE (1966) an 70 S und 80 S 

Ribosomen (Euglena gracilis) zeigen, daß speziell durch die 

große Bindungskapazität von Chloramphenicol an die 50 S Unter­

einheit der 70 S Ribosomen die Proteinsynthese gehemmt wird. 

Die an H. vulgare gefundenen Ergebnisse über die Wirkung von 

Chloramphenicol auf den Nucleinsäuremetabolismus in Primär­

blättern ergänzen die Befunde von INGLE (1968). In Cotyledonen 
von Raphanus sativus hemmt Chloramphenicol die Synthese von 

plastidärer, hochmolekularer rRNA. In den Chloroplasten der 

Chrysophycee Ochromonas danica nimmt mit zunehmender Generations­

folge die Anzahl der 70 S Ribosomen pro Plastide ab (SMITH­

JOHANNSEN und GIBBS 1972). Diesen Verdünnungseffekt kann man 

durch die Hemmung der rRNA-Synthese und/oder durch Blockierung 

der Synthesen von Ribosomenproteinen in den Plastiden mit Chlor­
amphenicol bei kontinuierlicher Zell- und Plastidenteilung er­

klären. 
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Abb. 76: Wirkung von Chlorarnphenicol (SO pg/rnl) auf die licht'­
abhängige Chloroplastenentwicklung. Es werden keine 
Granathylakoide gebildet (links) 

Abb. 77: Cyclohexirnid (SOµg/rnl) hemmt die Bildung der Grana­
thylakoide (rechts) 
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Eine Ursache für das Unvermögen der Plastiden, in belichteten 

H. vulgare-Blättern bei Anwesenheit von Chloramphenicol Grana­

thylakoide zu bilden, könnte darauf beruhen, daß ein oder meh­

rere Proteine, die für die Bildung der Granathylakoide erforder­
lich sind oder unmittelbar für das 'stacking' der Granathyla­

loide in Betracht ko11Unen, nicht an den 70 S Ribosomen der Pla­
stiden gebildet werden können. Dieser Ausfall der Membranpro­

teinbildung könnte wiederum im Sinne der von KIRK vertretenen 
Ansicht (KIRK und ALLEN 1965, KIRK 1968) - zur Hemmung der 

Chlorophyllsynthese führen. Andererseits lassen die Befunde von 

MACHOLD (1970) über den Ausfall von Proteinchlorophyllkomplexen 
aus Thylakoiden nach Chloramphenicolapplikation auch eine Deu­
tung in der umgekehrten Richtung zu. Das heißt, die Hemmung der 
Chlorophyllsynthese durch Chloramphenicol könnte die Synthese 

der 'Struktur'proteine oder deren Vorstufen unterdrücken. 

Daß der Prolamellarkörper der Etioplasten in Gegenwart von Chlor­
amphenicol in Primärthylakoide umgewandelt wird, bestätigt die 
Vorstellung von GUNNING und JAGOE (1967), wonach für die Bildung 

von Primärthylakoiden keine Neubildung von Membranen erforder­

lich ist. Demnach ist der Prozeß der Primärthylakoidbildung als 

eine Umwandlung bereits präexistenter Membranoberflächen des 
kristallinen Prolamellarkörpers aufzufassen. Falls die Metamor-
phose des Prolamellarkörpers in Primärthylakoide mit Protein­

synthesen verbunden ist, wäre denkbar - die selektive Wirkung 

des Chloramphenicols auf 70 S Ribosomen vorausgesetzt -, daß 
diese ausschließlich an den 80 S Ribosomen des Cytoplasmas statt­

finden sollten. Die Verwendung von Cycloheximid, das selektiv 

auf die 80 S Ribosomen wirkt, wurde nachfolgend zur Lösung die­

ser Frage verwendet. 

Auffälligstes Merkmal in den Elutionsprofilen MAK-chromatogra­

phierter Nucleinsäuren aus Cycloheximid-behandelten Blättern 

ist die stark erhöhte Einbaurate von 32P-Orthophosphat im Be­
reich zwischen DNA und hochmolekularer rRNA (Abb 75). Die Syn­

these der gesamten niedermolekularen rRNAs ist um etwa 10% ge­

hemmt. Die Syntheserate der hochmolekularen rRNA ist in Gegen­

wart von Cycloheximid nach Belichtung 7 Tage alter Primärblätter 

gegenüber den Kontrollen unverändert (Tab. XIII). 



- 166 -

Tab. XIII 

Inhibitoren und Nucleinsäuresynthese während der Chloroplastengenese+ 

+ 

++ 

1 s 1 RNA DNA rRNA++ 

Kontrolle 200,8 58,7 71'0 

Actidion 182,3 127,6 25,2 

Chloramphenicol 122 '7 53,5 32,7 

Rifampin 150,0 126,0 41 '8 

Nalidixin 138' 1 34,2 21 ,o 

Actinomycin D 10 '5 47,0 11 '8 

8 Stunden Vorinkubation der abgeschnittenen etiolierten Primärblätter 

mit Hemmstoffen (50f g/ml) im Dunkeln, danach 12 Stunden Belichtung 
(5 kLux) und 4 Stunden 32 P-Applikation (20? Ci Orthophosphat/ml), 
Phenolextraktion (KIRBY) und MAK-Säulenchromatographie 

Ipm/ug NS 
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Die Chlorophyllsynthese ist nach Cycloheximid-Behandlung um 

97% gehemmt. In der Ultrastruktur von Plastiden in den mit 
Cycloheximid imbibierten Blättern sind keine Granathylakoide 

nachweisbar (Abb. 77). Die lichtinduzierte Umwandlung des Pro­

lamellarkörpers in Primärthylakoide findet - wie im Falle der 

Präsenz von Chloramphenicol - auch in Gegenwart von Cycloheximid 

statt. Die Bildung von Primärthylakoiden aus dem Prolamellar­
körper erscheint demnach mehr als ein passiver Prozeß, für den 

keine Proteinsynthesen in den Plastiden bzw. im Cytoplasma 

nötig sind. 

Die selektive Wirkung von Chloramphenicol und Cycloheximid läßt -

unter bestimmten Voraussetzungen - Schlüsse über die Umsetzung 
der genetischen Information im Cytosol bzw. im Plastidenstroma 

zu. Mit Hilfe dieser indirekten Methode schlossen SMILLIE und 

Mitarbeiter (1967, 1972), daß die lichtabhängigen Synthesen 

einiger Enzyme des Calvin-Zyklus (Ribulose-1,5-4iphosphat Car­

boxylase, NADP-Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase) und des 
plastidenspezifischen Fraction I-Proteins bei Euglena gracilis 
an den 70 S Ribosomen der Plastiden erfolgt. Es muß aber be­

zweifelt werden, daß alle Plastidenproteine auch an den 70 S 
Ribosomen gebildet werden. BRADBEER und Mitarbeiter (1972) 

nehmen nach Verwendung von D-threo-Chloramphenicol an, daß 
Ferredoxin, Phosphoglycolat-Phosphatase und NAD-abhängige Tri­

osephosphatdehydrogenase der Plastiden an den Cytoplasmariboso­

men synthetisiert werden. 

Cycloheximid hemmt die Chlorophyllsynthese in Euglena gracilis 

(KIRK und ALLEN 1965), Phaseolus vulgaris (GASSMAN und BOGORAD 

1967) und Hordeum vulgare (NADLER und GRANICK 1972). Im Gegen­

satz zur Chlorophyllsynthese werden in Gegenwart von Cyclohexi­
mid weitere Proteinsynthesen in den Plastiden nicht beeinflußt. 
So ist der 14c-Leucin Einbau in lösliche Peptide von isolierten 

Etioplasten oder Chloroplasten aus Triticum aestivum mit Cyclo­

heximid nicht hemmbar (REGER et al. 1972). Beide Entwicklungs­

stadien der Plastiden aus den erwähnten Monocotyledonen zeigen 

in vitro gleiche Einbauraten und entsprechen damit der in vivo 

gewonnenen Vorstellung (vgl. Kap. X), daß Rotlicht in diesem 
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Fall nur eine relativ unwesentliche Steigerung (Faktor 1 - 3) 
einiger plastidenspezifischer Enzyme bedingt (FEIERABEND und 

PIRSON 1966). 

In den Dicotyledonen Pisum sativum und Phaseolus vulgaris, bei 
denen Rotlicht eine signifikante, Phytochrom-regulierte Synthese 
von rRNA und Proteinen induziert (SMITH et al. 1970, GRAHAM et 

al. 1970, BRADBEER et al. 1972), ist die Einbaurate von 14c­
Leucin in Plastidenproteine isolierter Etioplasten wesentlich 
geringer als in Chloroplasten (DRUMM und MARGULIES 1969). Die 
Gegenwart von Cycloheximid hat keinen Einfluß auf die Protein­

synthese in isolierten Etioplasten bzw. Chloroplasten aus Vicia 
faba. 

Eine Zusammenfassung aller bisher vorliegenden Daten über die 
Wirkung von Cycloheximid auf die Chloroplastengenese zeigt, daß 

dieser Inhibitor die Chlorophyllsynthese hemmt, ohne dabei einen 
Einfluß auf die lichtinduzierten Synthesen löslicher Proteine 

in den Plas·tiden auszuüben. Beide Synthesen können demnach un­

abhängig voneinander verlaufen. Dies bedeutet - die selektive 
Wirkung von Chloramphenicol und Cycloheximid vorausgesetzt -, 

daß zumindest einige, für die Chlorophyllsynthese notwendige 

Proteine an den 80 S Ribosomen des Cytosols transcribiert werden 

müssen. Dieses Ergebnis stimmt mit genetischen Befunden überein, 
nach denen die Sequenz der Synthesen des Protoporphyrins IX 
bis einschließlich Chlorophyll a extraplastidär durch Kerngene 

gesteuert wird (KIRK 1972). So sind bisher sieben verschiedene 
Kerngene bekannt, die unterschiedliche Schritte der Chlorophyll­

synthese kontrollieren. 

Ob die durch Cycloheximid bewirkten Veränderungen der Nuclein­

säuresynthese (vgl. Abb. 73) kausal in Zusammenhang mit der 

Hemmung der Chlorophyllsynthese gebracht werden kann, ist zu­

mindest im Falle der hochmolekularen rRNA von Hordeum insofern 

fraglich, als bei der Ergrünung keine - verglichen mit der rRNA­

Synthese in Etioplasten - signifikante Erhöhung der rRNA-Synthese 
stattfindet. 

In Eukaryonten werden Synthese und Transformation ribosomaler 
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RNA-Vorstufen in Gegenwart von Cycloheximid verhindert. Die 
hohe Einbaurate von 32 P-Orthophosphat in den DNA-rRNA Zwischen­

bereich kann auf die Existenz hochmolekularer rRNA-Vorstufen 

hinweisen, die als polydisperse Abbauprodukte - vergleichbar 

den Verhältnissen in Saccharomyces (de KLOET 1965) - zwischen 

der DNA und der rRNA eluiert werden. 

Daß die Synthese plastidärer rRNA keine obligatorische Voraus­

setzung für die Chlorophyllsynthese ist, zeigen die Inhibitor­
versuche mit Rifampin. Die Wirkung der Rifamycine besteht in 

einer selektiven Hemmung der DNA-abhängigen RNA-Polymerase in 
Prokaryonten (HARTMANN et al. 1967), während die RNA-Polymerase 
aus Eukaryonten unempfindlich gegenüber diesem Inhibitor sein 

soll (WEHRLI et aL 1968, MIZUNO et al. 1968). 

Wenn abgeschnittene, 7 Tage alte, etiolierte Primärblätter von 

Hordeum im Dunkeln mit Rifampin vorinkubiert werden und - zur 
Zeit der log-Phase der Chlorophyllsynthese in den Kontrollen -
32 P-Orthophosphat appliziert wird, dann ist der Einbau in die 

niedermolekulare RNAs um 25%, der Einbau in die gesamte hoch­
molekulare RNA (25 S, 23 S, 18 Sund 16 S) um 45% gehemmt (Tab. 

XIII). Berücksichtigt man die Ergebnisse von BROWN und Mitar­

beitern (1970), die eine ausschließliche Hemmung der plastidären 

23 S und 16 S RNA in Euglena durch Rifampin nachweisen, dann ist 

die Henunung der hochmolekularen RNA in Plastiden insofern noch 
wesentlich erhöht, als bei unseren Berechnungen die Imp./Minute 

auf die gesamte rRNA bezogen wurden. 

Rifampin hat keinen Einfluß auf die Chlorophyllsynthese (Tab. 

XIV) und induziert keine auffallend sichtbaren Veränderungen 

in der Ultrastruktur ergrünender Plastiden. In Anwesenheit von 

Rifampin sind nach zwölfstündiger Belichtung neben vesikelartigen 

Thylakoiden Grana-. und Stromathylakoide vorhanden (Abb, 78). Die 

lichtinduzierte Umwandlung des Prolamellarkörpers in Primärthy­

lakoide wird durch Rifampin nicht beeinflußt. 

In Chlamydornonas reinhardi hemmt Rifarnpin die Chloroplasten-DNA 

abhängige RNA~Polyrnerase (SURZYCKI 1969). Da die Cistrons für 

plastidäre~ hochmolekulare RNA in der Chloroplasten DNA lokali-
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Tab. XIV 

Wirkung von Inhibitoren der Transcription und Translation auf die Thylakoidbildung am System 
Etioplast - Chloroplast+ 

Chlorophyll Stromathylakoide Granathylakoide 

Kontrolle 100.0 + + + + + 

Actinomycin D 

SO /1 g/ml o.o + + 

Mitomycin c 

SO /U g/ml 94.6 + + + + (+) 

Actidion 
SO 1u g/ml 3.3 + + 

Chloramphenicol 

SO /1 g/ml 6.S + + (-) 

Rifampin 

SO /1 g/ml 97 .o + + + + + 

~ 

+ 2 Stunden Vorinkubation der abgeschnittenen Primärblätter im Dunkeln, 

anschließend 12 Stundei Belichtung (S kLux) 
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siert sein sollen (SCOTT und SMILLIE 1967), könnte die mit der 

Plastiden-DNA Replikation verbundene Teilung von Plastiden bei 

Anwesenheit von Rifampin zu einer Reduktion der Anzahl von Pla­

stidenribosomen pro Plastide führen (GOODENOUGH 1971). Dieser 
Effekt wurde an ergrilnenden Plastiden aus Hordeum vulgare nach 

Durchsicht der Mikrographien auf die Verteilungsdichte von 70 S 
Ribosomen im Plastidenstroma nicht beobachtet. Er ist auch in­

sofern nicht zu erwarten, als weder Teilungsvorgänge von Plasti­
den noch signifikante Zunahmen von 23 S und 16 S RNA während 
der Ergrilnungsprozesse nachgewiesen wurden. 

Diese Versuche zeigen, daß in H. vulgare - ähnliches gilt auch 

für Zea mays (BOGORAD 1972) - die Chlorophyllsynthese nicht von 

der Synthese hochmolekularer rRNA der Plastiden abhängig ist 

und daß die Ausdifferenzierung von Etioplasten zu Chloroplasten 
unter Lichteinfluß in Gegenwart von Rifampin normal abläuft. 

Actinomycin geht eine spezifische Kombination mit der DNA-Matrix 

aus Kernen·und Plastiden ein (KERSTEN 1961, WOODCOCK und BOGORAD 

1969) und schaltet so deren DNA-abhängige RNA-Polymerasen aus. 

Die Nucleinsäuresynthesen in etiolierten, abgeschnittenen 

Blättern, die mit Actinomycin D inkubiert wurden und während 
der Inkubation und in Anwesenheit von 32 P-Orthophosphat belich­

tet wurden, sind drastisch reduziert (Tab. XIII). Actinomycin D 
hemmt die Synthese der niedermolekularen RNAs, der DNA und der 

rRNA. 

Die Chlorophyllsynthese wird durch Actinomycin D (SOf g/ml) fast 

völlig ausgeschaltet (Tab. IX). Die elektronenmikroskopische 

Untersuchung zeigt, daß bei der verwendeten Hemmstoffkonzentra­

tion keine Granathylakoide ausgebildet werden. Nach Belichtung 

etiolierter Primärblätter von H. vulgare (Belichtungsdauer 12 
Stunden) treten in den farblosen Plastiden ausschließlich Stro­

mathylakoide auf. Wie bei allen übrigen Inhibitorversuchen wird 

auch in Gegenwart von Actinomycin D der Prolamellarkörper über 

Zwischenstufen in Primärthylakoide umgewandelt (vgl. Kap. III). 
Die Neubildung von Granathylakoiden wird aber durch Actinomycin 

D blockiert (Abb. 79). 
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Rifampin (SOpg/ml) hat keinen Einfluß auf die 
lichtabhängige Bildung der Granathylakoide (links 
Actinomycin D hemmt die Granathylakoidbildung 
(rechts) · 
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Dieses Ergebnis stützt die Annahme von GASSMAN und BOGORAD 

(1967), daß für die Chloroplastenentwicklung eine DNA-abhängige 
RNA-Synthese notwendig ist. Da Actinomycin D nicht selektiv die 

RNA-Polymerasen des Kernes oder der Plastiden hemmt, läßt sich 

eine spezifische Lokalisierung der Inhibitorwirkung nicht durch­

führen. BOGORAD nimmt an, daß während der lag- und log-Phase 

der Chlorophyllsynthese kontinuierlich Synthesen von Nuclein­
säuren und Proteinen stattfinden müssen. Es wird die Existenz 

einer kurzlebigen mRNA postuliert, die für die Synthese der an 

der ALA-Synthese beteiligten Enzyme mit raschem 'turn-over' 
zuständig ist. 

In Gegenwart von Nalidixin wird im wesentlichen der Einbau von 
32 P-Orthophosphat in die DNA und die hochmolekulare rRNA gehemmt 

(Tab. XIII), ohne daß eine Hemmung der Chlorophyllsynthese be­

wirkt wird. Das Beispiel zeigt wie im Falle von Rifampin, daß 
bei H. vulgare die Chlorophyllsynthese ohne zusätzliche Synthe­

sen hochmolekularer, plastidärer rRNA ablaufen kann. Wenn -

aufgrund der Versuche mit Actinomycin D - eine lichtinduzierte 

Bildung von mRNA gefordert wird, dann ist anzunehmen, daß bei 

den Translationsvorgängen in ergrünenden Plastiden die bereits 

in den Etioplasten vorliegenden Monosomen zur Polysomenbildung 
herangezogen werden. Polysomen sind in Chloroplasten junger 

Phaseolus-Blätter elektronenmikroskopisch von FALK (1969) nach­

gewiesen worden und von CHEN und WILDMAN (1970) aus Chloroplasten 

von Nicotiana mit Hilfe von Gradientenzentrifugation isoliert 
worden. Deoxycholatbehandlung führt zum Ablösen zyklischer Poly­
ribosomen von den Thylakoiden (PHILIPPOVICH et al. 1970). 

In Euglena hemmt Nalidixinsäure die Chloroplastenteilung wahr­

scheinlich - in Analogie zu den Verhältnissen bei Bakterien 

(COOK et al. 1966, DIETZ et al. 1966) - durch Hemmung der Plasti­

den-DNA Replikation, ohne jedoch die Chloroplastenentwicklung 

selbst zu beeinflussen (LYMAN 1967). Da die Entwicklung von Etio­

plasten zu Chloroplasten in den hier untersuchten ausdifferen­
zierten Blattstadien offenbar nicht mit einer·Plastidenteilung 

korreliert ist (SMITH 1970), kann ein reduzierter Chlorophyll­

gehalt infolge verringerter Plastidenzahl nicht erwartet werden. 
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1µm 

Abb. 80: Wirkung von Mitomycin c auf die lichtabhängige Chloro­
plastengenese aus Etioplasten. Der Inhibitor hat 
keinen Einfluß auf die Ausbildung der Granathylakoide 

Ein weiterer Inhibitor der DNA-Synthese, Mitomycin c, hatte in 

dem verwendeten Konzentrationsbereich (50 - 200f g/ml) keinen 
Einfluß auf die Chlorophyllsynthese und auf die Ausbildung der 

normalen Ultrastruktur von Chloroplasten (Tab. XIV, Abb. 80). 

Die Hemmung der Transcription durch netzartige Verknüpfung der 

beiden DNA-Doppelstränge mit Mitomycin c zeigt keine Wirkung 
auf die Ausbildung ultrastruktureller Merkmale während der 
Chloroplastenentwicklung. Vorausgesetzt, die Aufnahme des Anti­

metaboli ten in die intakten Zellen und Plastiden wäre gewähr­

leistet, dann kann dieses Phänomen nur durch die Existenz in­
aktiver, maskierter mRNAs, die bereits in der Dunkelphase vor­

handen sind, erklärt werden. Licht könnte diese präformierten 

'messenger' aktivieren, so daß während der lag-Phase die für 

die ALA-Synthese notwendigen Enzyme gebildet werden könnten. 

Damit läge für die Differenzierung der Etioplasten in Chloro­

plasten ein vergleichbarer Fall vor, der von anderen Systemen 

mit verzögerter Differenzierungsbereitschaft bekannt ist 

(SPIRIN 1963, WEEKS und MARCUS 1971). 
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Abb. 81: Gelelektrophoretische Trennung 32P-markierter Nuclein­
säuren in Polyacrylamidgelen aus etiolierten und ergrü­
nenden Primärblä ttern von H. vulgare. Die DNA und die 
hochmolekularen rRNAs wurden in 2,4% Obergelen, die 
niedermolekularen RNAs in 7,5% Untergelen aus Polyacryl­
amid elektrophoretisch getrennt 
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Zur Verdeutlichung der Wirkung von Inhibitoren der Nucleinsäure­

und Proteinsynthese auf Einzelschritte der Plastidenentwicklung 

wurden die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchung 

in Tab. XIV zusammengefaßt. 

Um dem Einwand der schlechten Auflösung der niedermolekularen 

und hochmolekularen rRNA-Fraktionen in den MAK-Eluaten vorzu­

beugen, wurden vergleichsweise 32 P-markierte Nucleinsäuren 

gleichalter Primärblätter elektrophoretisch in kombinierten 

Acrylamidgelen getrennt. Die DNA ~nd die hochmolekularen rRNAs 

(25 S, 23 S, 18 S, 16 S) wurden in den 2,4%igen Obergelen auf­

getrennt. Die niedermolekulare RNA trennt sich in zwei Frak­

tionen, tRNA in eine 5 S RNA Fraktion auf (Abb. 81). Von der 

hochmolekularen RNA sind nur die plastidäre rRNA-Komponente 

(23 S, 16 S) radioaktiv markiert. Die cytoplasmatische 25 S 

und 18 S RNA der 7 Tage alten Primärblattspitzen aus H. vulgare 

ist unmarkiert. Da der Gehalt hochmolekularer RNAs des Cyto­

plasmas und des Plastidenstromas während der lichtinduzierten 

Chloroplastengenese bei diesem Primärblattalter weitgehend kon­

stant bleibt, ist die Berechnung der Syntheseraten von Nuclein­

säuren aufgrund der MAK-Chromatographie ausschließlich Ausdruck 

plastidenspezifischer Synthesen. 
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XII. Ribosomale RNA und Thylakoidmembranen in Plastiden von 

Chlorophylldefektmutanten 

Struktur und Funktion chlorophylldefekter Plastiden können als 

Blockierung bestimmter Entwicklungsschritte bei der Differen­

zierung von Proplastiden zu Chloroplasten aufgefaßt werden. 
Vergleichende Untersuchungen an Plastiden des Wildtyps und der 
chlorophylldefekten Mutanten sind u.a. deswegen von Interesse, 

weil sie Aussagen über entwicklungsphysiologische Fragen der 

Plastidenentwicklung - z.B. über die genetische Kontrolle der 
Proteinsynthesen des Stromas und der Thylakoidmembran - erlauben. 

Die Beurteilung der Ursachen der Entwicklungshemmung, d.h. die 

Lokalisierung der Mutation auf der Ebene der Transcription oder 

Translation wird bei Plastiden von Eukaryonten dadurch erschwert, 

daß die Plastidenentwicklung der genetischen Kontrolle des Kerns 

und Plastiden unterliegt. So zeigen die Ergebnisse an chloro­
phylldefekter Chlamydomonas (GOODENOUGH et al. 19 70), Nicotiana 
(WILDMAN 1970) und Hordeum (v. WETTSTEIN et al. 1970), daß aus­

schließlich Kerngene (vgl. KIRK 1966) die Porphyrinsynthesen, 

die Chlorophyll- und Carotinoidsynthesen und die Synthese be­

stimmter Membranlipide kontrollieren. 

Aufgrund von Hybridisierungsexperimenten (STUTZ 1970, SMILLIE 

et al. 1967, vgl. TEWARI und WILDMAN 1967) und von Untersuchun­
gen mit selektiv wirkenden Inhibitoren (SURZYCKI 1969, BROWN 

et al. 1970) ist bekannt, daß die Plastiden-DNA polycistronisch 
für ribosomale RNA (rRNA) ist. Bei Chlorophylldefekt-Mutanten 

können Veränderungen und Defekte in der Zusammensetzung von 70 S 
Ribosomen, ihren Untereinheiten und ihrer rRNA (BOYNTON et al. 

1970, WILDMAN 1970) auf einen Defekt der Plastiden-DNA oder der 

DNA-abhängigen RNA-Polymerase hinweisen. Dieses Ergebnis war 

der Anlaß, ein neutroneninduziertes Mutantensortiment der Gerste 

auf das Verhältnis ihrer rRNAs aus 70 S und 80 S Ribosomen zu 

untersuchen. Zur weiteren Charakterisierung des genetischen 

Blocks der Chlorophylldefektmutanten wurden Ultrastruktur und 
Häufigkeit der Thylakoide, Chlorophyllgehalt, photosynthetische 
14co 2-Fixierung, Aktivitäten bestimmter Enzyme des Calvin-Zyklus 

sowie das DNA- und RNA-Spektrum untersucht. 
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Das Sortiment der Blattfarbmutanten aus der M2-Generation der 

Gerste wurde durch Bestrahlung von lufttrockenem Samen mit 
thermischen Neutronen in der Bestrahlungseiwrichtung BE 15 

des Forschungsreaktors "Merlin" der KFA Jülich erzeugt. Unter­

sucht wurden Primärblätter von 2 - 3 Wochen alten Gewächshaus­

kulturen. Die technischen Daten sind bei F. WALTHER (1969) an­
gegeben, der uns das Material freundlicherweise überließ. 

a) Isolierung und Trennung von Nucleinsäuren 

1 - 2 g Blattmaterial (Frischgewicht) wurden im Porzellanmörser 

5' in der Kälte (4°C) unter Zusatz von Na-p-Salicylsäure und 

Phenol-Kresol nach der Methode von KIRBY (1965) extrahiert. 
Nach Phasentrennung durch Zentrifugation wurde der überstand 
abgenommen und das Sediment zweimal reextrahiert. Den verei- · 

nigten Überständen wurde NaCl (30 mg/ml) zugesetzt, erneut mit 

Phenol extrahiert und die Phenolphase durch Zentrifugieren ab­
getrennt. Die obere Phase wurde mit 1,5 M Kaliumacetat versetzt 
(9:1, v/v) ·und die Nucleinsäuren mit dem doppelten Volumen an 

Alkohol Kresol (9:1, v/v) bei -20°c ausgefällt. Die Nuclein­

säuren wurden abzentrifugiert und in 1:10 verdünntem SSC-Puffer 

(0,15 M NaCl + 0,015 M Natriumcitrat, pH 7,1) unter Zusatz von 
RNase-freier Saccharose gelöst. 200f g Nucleinsäuren wurden dann 
zur Trennung auf die Polyacrylamidgele durch Unterschichten des 

oberen Elektrodenpuffers aufgetragen. 

Als methodischer Hinweis scheint es uns wichtig, daß die Ver­

wendung von Homogenisatoren mit schnell rotierenden Messern zur 
Zerstörung der DNA und Dinatrium-EDTA enthaltende Extraktions­

puffer zum Abbau der 25 S rRNA führen. Extrapoliert man die S­

Werte der Abbauprodukte der 25 S rRNA - durch Vergleich mit der 

relativen elektrophoretischen Beweglichkeit der 25 S, 23 S, 
18 S und 16 S rRNA in den 2,4%igen Gelen - so ergeben sich als 

Abbauprodukte eine schwache 13 S RNA und eine stärker ausgepräg­

te 11 S RNA Bande. Durch Zusatz von Mg++ in den Extraktions­

puffer kann die 25 S RNA stabilisiert (DYER et al. 1971) und 
können diese Abbauprodukte weitgehend vermieden werden. 

Die Trennung der Nucleinsäuren erfolgte elektrophoretisch in 
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Polyacrylamidgelen nach Angaben von LOENING (1967). Unter 
Verwendung von Tris-Na-acetat-Puffer, pH 7,15, trennen sich 
in den 15 cm langen Kombinationstrenngelen (2,4%iges Monomer 

11 cm, 7,5% Monomer 4 cm), bei 5 mA/Gelröhrchen und vierstün­

diger Laufdauer die niedermolekulare 5 S und 4 S RNA in den 
unteren 7,5%igen Gelen, während die DNA und die hochmolekulare 

RNA im oberen 2,4%igen Gel aufgetrennt wird. 

Der Nachweis der elektrophoretisch getrennten Nucleinsäure­

fraktionen erfolgte im Joyce- und Loebl-'Chromoscan'-Photometer 

durch Scannen der Gele bei einer Wellenlänge von 260 nm. DNA­
und RNA-Fraktionen wurden mit 'stains all' nach Angaben von 

DAHLBERG und Mitarbeitern (1969) zusätzlich colorimetrisch 
differenziert. Die quantitative Berechnung der Einzelfraktionen 

aus den Pherogrammen geschah durch Planimetrieren oder mit Hilfe 

eines automatisch registrierenden Integrators. 

b) Isolierung und Spreitung von Plastiden-DNA 

10 - 30 g Blattmaterial wurde kleingeschnitten, in destilliertem 

Wasser gründlich gewaschen und im Sorvall-Omnimixer in der Kälte 

in Phosphatpuffer, pH 7,3, der 0,1 ~an RNase-freier Saccharose. 
war, 15 - 30 Sekunden homogenisiert. Der Brei wurde jurch vier­

faches Leinen filtriert und das Homogenat 10' bei 2000 Upm 

zentrifugiert. Das Sediment wurde in 3 ml Puffer suspendiert 

und in 1 ml-Partionen auf einen diskontinuierlichen, phosphat­

gepufferten 30 ml Saccharose-Gradienten (7 ml 2,5 M; 7 ml 2,0 M; 
7 ml 1,5 M; 9 ml 1 ,0 M RNase-freie Saccharose) geschichtet. Nach 

Zentrifugie<en mit 10 000 Upm, 30', im SW-30 Rotor der Beckman 

Zentrifuge (Spinco L 50) erhält man zwei Plastidenfraktionen, 

deren untere weitgehend aus intakten Plastiden besteht. Diese 
Zone wurde durch Abtropfen des Gradienten gesammelt, gegen Phos­

phatpuffer dialysiert und nach der KIRBY-Methode (s.o.) 1 - 3 

mal mit Phenol extrahiert. 

Die Plastiden-RNA wurde durch RNase abgebaut und mit Isoamyl­

alkohol - Chloroform (1:24, v/v) schonend bei 4°C 20' mit ~inem 

Rührmotor in horizontaler Lage gemischt. Nach Zentrifugation 

wurde die obere Phase zur Spreitung verwendet. Manuelles Aus-
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schütteln führt zu erhöhter Bruchhäufigkeit der Plastiden­

DNA. 

Die Plastiden-DNA wurde mit Cytochrom c und Ammoniumacetat 

versetzt (Endkonz. : 1 f g DNA/ml 3 M Ammoniumacetat, pH 5, das 
0,2% Cytochrom c enthält, vgl. DÖRFLER und KLEINSCHMIDT 1970) 

und auf 0,3 M Ammoniumacetat, pH 5, gespreitet. Die gespreitete 

DNA wurde auf Kollodium-Kohle-befilmte 70f m Pt-Lochblenden 

übertragen und das Kollodium bei 200°c, 10', ausgeheizt. Die 
DNA wurde teilweise mit lJ:,ranylacetat kontrastiert oder unter 
7° Pt-kegelbedampft (Edwards Modell 4). Kegelbedampfte DNA 

wurde im Durchlicht, Uranylacetat - kontrastierte DNA im Dun­

kelfeld abgebildet (Siemens-Elmiskop I). 

c) Identifizierung 14c-markierter, photosynthetische~ 
Intermediärprodukte 

Primärblätter der Gerstenmutanten (Länge 6 cm, 0,2 g Frisch­
gewicht) wµrden in einer wassergekühlten Photosynthese-Küvette 

in 14co 2-Luft-Atmosphäre mit Weißlicht (35 kLux, 21°c) 10' be­
lichtet. 14 co 2 wurde aus 1 mCi Ba14co3 mit konz. H2so4 gene­

riert. Das Blattmaterial aller Einzelproben unterlag gleichen 
Versuchsbedingungen. Sofort nach der Belichtung wurden die 

{}3lätter in flüssigem N2 fixiert, im Mörser feinpulvrig zer­
rieben und mehrmals mit heißem, 80%igem Methanol extrahiert. 

Nach Abzentrifugieren des Debris wurden die vereinigten über­

stände im Rotationsverdampfer eingeengt und aliquote Mengen 

(entsprechend 10 oder 20 mg Frischgewicht) zur Bestimmung der 
Gesamteinbaurate und zur papierchromatographischen Trennung 
nach BENSON und Mitarbeitern (1950; 1. Dirn.: Phenol - H20, 

2. Dirn.: Butanol - Propionsäure -H 20) getrennt. Die Expositions­

dauer der mit Röntgenfilm belegten Radiochromatogramme (Kodak, 

x-ray royal blue) betrug eine Woche. 

Die Bestimmung der Radioaktivität in den chromatographisch ge­

trennten Flecken erfolgte im Flüssigkeitsszintallations-Spektro­

meter (Tri-Carb, Fa. Packard). Der Szintillationsscocktail be­

stand aus: Toluol 1 000 ml, p-bis-(2-5-Phenyloxazoyl)-benzol 
100 mg, 2,5 Diphenyloxazol 4 g. 
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d) Pigmentanalyse 

Die Chlorophyllkonzentrationen wurden nach der ARNON-Methode 

(1949) bzw. nomogrammatisch nach KIRK (1968) bestimmt. 

e) Enzymaktivitäten 

Die Aktivität der Enzymsequenz Phosphoriboseisomerase - Phos-
'phoribulokinase und Carboxydismutase (Ribulose 1,5-diphosphat 
Carboxylase) wurde an Blattextrakten nach Angaben von STEER 

und Mitarbeitern (1968) getestet. Nach Zermörsern der Blätter 

(1 g Frischgewicht in 3 ml Tris-HCl-Puffer, pH 7,8) wurde das 
Homogenat 15 1 im SW-50 Rotor mit 32 500 Upm (Spinco L 50) zen­
trifugiert und die pufferlöslichen Proteine des Überstandes 

nach LOWRY und Mitarbeitern (1951) bestimmt. Zum Testansatz 

wurden 4 f Mol Ribose-5-phosphat, 8 f Mol ATP und 20 f Mol MgC1 2 
in 1,0 ml 0,1 M Tris-Puffer gelöst. Zu 0,5 ml des Testansatzes 

wurde 0,2 ml des Überstandes plus 8f Mol Na2
14 co 3 als Substrat 

gegeben. Die Reaktion (25°C) wurde nach 5 1 , 15' und 30' Inku­
bationsdauer durch Zugabe 20%iger Perchlorsäure gestoppt. Nach 

Neutralisierung mit kalter KOH wurde zentrifugiert und 0,1 ml 

des Überstandes auf Chromatographiepapierstückchen angetrocknet 
und radiometrisch im Tri-Carb (s.o.) vermessen. Aliquote Teile 
wurden auf Whatman-I Papier angetrocknet und im Trennmittelge­

misch nach BENSON et al. (1950) auf das Endprodukt Phosphogly­

cerinsäure radiochromatographisch untersucht. Die Kontrolltest­

ansätze enthielten kein Ribose-5-phosphat. 

f) Elektronenmikroskopie 

Blattstückchen der Blattfarbmutanten wurden in phosphatgepuffer­

tem 6,25%igem Glutaraldehyd, pH 7,2, bei 4°c fixiert und wie 
üblich in Epon eingebettet (SABATINI et al. 1963). Die Kontra­

stierung der Ultradünnschnitte erfolgte nach Angaben von REYNOLDS 

(1963) mit Bleicitrat. Zur Bestimmung der Thylakoidlängen wurden 

Grana- und Stromathylakoide auf vergrößerten Abzügen mit Hilfe 

eines geographischen Längenmessers vermessen. Für die Vertei­
lungsdiagramme wurden Thylakoidlängen aus je 25 Plastiden der 

Wildform und der chlorophylldefekten Formen untersucht. Die Thy­

lakoidlängen wurden in Größenklassen von 0,1f m (= 'Grana'thyla-
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koide) bzw. 0,25/1m (= 'Stroma'thylakoide) eingeteilt und 
gegen ihre Häufigkeit aufgetragen. 

Entsprechend den pigmentanalytischen Verhältnissen ergab sich 

zwischen Chlorophyllgehalt und Thylakoidmenge (= Gesamtlänge 

von Grana- und Stromathylakoiden) im Falle der Chlorophylletalen 

mit extremem Pigmentmangel (viridis III, albina I u. II) eine 
Korrelation. Bei den viridis !-Typen und den chlorina-Typen 

wird zwar die Tendenz sichtbar, daß Chlorophylldefizienz (Chlo­
rophyll a + b) mit einer Hemmung der Thylakoidausbildung ver­
bunden ist, eine direkte Korrelation besteht jedoch nicht in 
allen Fällen (Abb. 82). 

Ein Vergleich der Thylakoidlängen der einzelnen Mutantentypen 

ergab folgende Verhältnisse: viridis I- und viridis II-Typen 
haben weniger Granathylakoide als die Kontrollen, viridis III­
Plastiden werden durch wenige lange, eng gepackte Thylakoid­

stapel charakterisiert. Der chlorina-Typ hat weniger - jedoch 

normal lange - Granathylakoide und etwa die gleiche Anzahl 
Stromathylakoide wie die Kontrolle. Die xantha-Mutante besitzt 

demgegenUber wenige oder gar keine Granathylakoide, jedoch 
längere Stromathylakoide als der Wildtyp. Der im Aussehen weiß 
bis schwach grünliche albina I-Typ und die rein weiße albina II­

Form haben keine oder nur sehr selten vereinzelte Thylakoide. 

Die vergleichende Untersuchung der photosynthetischen 14co2-

Assimilation der neutroneninduzierten Chlorophylldefektmutanten 

ergab mit abnehmendem Chlorophyllgehalt der Mutanten verringer­
te Einbauraten in die lösliche, 14c-markierte Gesamtfraktion 
(Abb. 83, Tab. XVI). Im Falle der letalen, stark chlorophyll­

defekten Typen ist der Gesamteinbau um etwa 96% (viridis III) 

und um mehr als 99% (xantha, albina) gehemmt. Ihre Einbaurate 

fällt in die Größenordnung der co2-Dunkelfixierung. 

Aufgrund des chromatographischen Verteilungsmusters der 14c­

markierten Intermediärprodukte ist mit zunehmender Chlorophyll­
defizienz der Chlorophylldefektmutanten eine relative Abnahme 

der Einzelaktivitäten markierter Intermediärprodukte des photo­

synthetischen Carbonzyklus (Saccharose, Serin, Glutaminsäure, 
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Abb. 82: Verteilung von Grana- und Stromathylakoiden aus je 
25 Plastiden von chlorophylldefekten Gerstenmutanten 
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Abb. 83: Radiochromatographischer Nachweis von 14C-markierten 
Intermediärprodukten der photosynthetischen CO -Assi­
milation aus Gerstenmutanten (10' Photosynthes~, 35 kLux) 
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Asparagin~äure, Alanin, Glycin, Triosephosphat, Zuckermono­
und -diphosphate) zu beobachten. Eine Anhäufung bestimmter 
Stoffwechselzwischenprodukte oder der Ausfall einzelner 14c­

markierter Verbindungen - also Indizien für eine Blockbildung 
in der Enzymsequenz des reduktiven Pentosephosphatweges -

liegen in keinem Fall vor (Tab. XVI). 

Die Frage, ob die Hemmung der photosynthetischen 14co2-Assimi­

lation der Gerstenmutanten als Folge eines unvollständig ausge­

bildeten Enzymbestecks im Calvin-Zyklus oder u.a. als Folgeer­
scheinung von Störungen im Elektronentransport aufzufassen ist, 
wurde durch Bestimmung der Enzymaktivitäten des Phosphoribose­
isomerase-Phosphoribulokinase-Carboxydismutase-Systems geklärt 

(Tab. XVIIl. In dieser Enzymsequenz wird der Umsatz von Ribose-
5-phosphat über Ribulose-1,5-diphosphat zu Phosphoglycerinsäure 

gemessen. Durch Zusatz von Na 2
14co3 zum Testansatz lassen sich 

die Enzymakti vi täten über das 14c-markierte Endprodukt Phospho­

glycerinsäure bestimmen. Die Einbaurate von 14co 2 - wiederge­
geben ist der Mittelwert aus drei Messungen - in 14c-markierte 

. J 
Phosphoglycerinsäure lag für alle Chlorophylldefektmutanten -
außer den albina II-Typen - oberhalb der Impulsrate des Wild­

typs. Das bedeutet, die drei genannten plastidenspezifischen 
Enzyme sind in den viridis- und xantha-Formen vorhanden und 
scheinen größere Umsatzraten als der Wildtyp zu zeigen. Die 

scheinbar erhöhte Enzymaktivität bei Mutanten ist u.a. darauf 

zurückzuführen, daß als Bezugspunkt für die Enzymuntersuchungen 

die löslichen G.esamtproteine der Primärblätter des Wildtyps zu­
grunde gelegt wurden. 

Interessant sind die Verhältnisse beim albina I-Typ. Hier sind 

die Enzymaktivitäten außergewöhnlich gering (Tab. XVII). Mög­

licherweise fehlen diesem Typ ein oder mehrere der untersuchten 

Enzyme teilweise oder völlig. Ungeklärt ist noch die Frage, in­

wieweit ~ie übrigen - hier nicht näher untersuchten - Enzyme 

des reduktiven Pentosephosphatweges im albina II-Typ vorhanden 

sind. Chlorina- und albina !-Typen wurden mangels ausreichender 

Materialmengen nicht untersucht. 
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Tab. XV 

Pigmentrnangel und Thylakoidgesarntlänge (Mittel von je 25 Plastiden) der unter­

suchten Chlorophylldefektmutanten von H. vulgare (grüne Kontrolle = 100%) 

Chlorophylle Thylakoide 

Wildtyp 100 ,O 100,0 

viridis I 47,0 87,4 

viridis II 25,3 70,4 

viridis III 10' 1 21 '3 

chlorina 10' 1 51 • 5 

xantha 0,0 64,6 

albina I 4,7 19,6 

albina II 0,0 8,7 
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Tab. XVI 

Verteilung 14 c-markierter Photosyntheseprodukte in Chlorophyllmangelmutanten nach 10 Minuten 

Photosynthese. Die Gesamteinbaurate in die lösliche Fraktion des Wildtyps wurde gleich 100% 

gesetzt 

Gesamt- 14c Sacch Ser Glu Asp Ala Gly T;p ZDP ZMP Zitr 

Kontrolle 100,0 26,5 4,4 1 '4 1 '4 5,6 1 '9 0,4 0,6 0,5 0,4 

viridis I 73,8 26,7 4,7 0,4 0,9 4,9 1 '2 0,4 0,6 0,7 0,3 

viridis II 13,9 6,9 1 '8 0,2 0,7 1 '2 0,2 0' 1 0,2 0,2 0' 1 

viridis III 4,2 1 '4 0,2 0' 1 0,3 0 '1 0' 1 0,0 0' 1 0' 1 o,o 

chlorina 24,8 15,9 4~4 0,5 0,3 1 '8 0,3 0. 1 0,5 0,5 0' 1 

xantha 0,2 0' 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

albina I 0,2 0,0 0,0 o,o 0,0 0,0 o,o o,o o,o o,o 0,0 

albina II 0,3 o,o o,o o,o 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 o,o o,o 
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Tab. XVII 

Aktivitäten der Enzymsequenz Phosphoriboisomerase-Phosphoribulokinase­

Carboxydismutase. Die Impulse/min beziehen sich auf 1 OOOf g lösliches 

Protein 

Inkubationsdauer 
51 10' 15 1 

Wildtyp 447 2430 5969 
( 

viridis I 8097 18508 28562 

viridis II 9610 18815 28880 

viridis III 10822 18918 25911 

xantha 2 725 8174 9992 

albina II 111 230 410 
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Mit Hilfe der diskontinuierlichen Polyacryl-Gelelektrophorese 

wurden Zusammensetzung und Veränderung der ribosomalen RNA 

(rRNA) der Plastiden und des Cytoplasmas der einzelnen Mutan­
ten untersucht. Die Nucleinsäuren lassen sich in Abhängigkeit 

vom Molekulargewicht iR folgende Fraktionen trennen (Abb. 84, 

85): DNA, 25 S, 23 S, 18 Sund 16 S rRNA (Trennung im 2,4%igen 
Obergel); 5 S rRNA und 4 S RNA (Trennung im 7,5%igen Untergel). 

Die 25 S, 18 Sund die 5 S RNA sind die RNA-Komponenten der 

80 S Ribosomen des Cytoplasmas (vgl. SCOTT und SMILLIE 1969, 
LOENING 1969, LOENING und INGLE 1967, vgl. WOODCOCK und BOGORAD 

1971). Die 70 S Ribosomen der Plastiden enthalten drei RNA­
Typen: 23 S, 16 S sowie eine 5 S RNA (SCOTT und SMILLIE 1969; 
entsprechend 23 Sund 16 S, LOENING und INGLE 1967). Die 5 S 
RNA aus Cytoplasma und Plastiden tritt in unserem Falle als 

eine einheitliche Bande in den 7,5%igen Gelen auf. Durch Modi­
fizierung der Gellänge und Gelkonzentration kann sie weiter auf­

getrennt werden. die transfer RNA (4 S) aus Cytoplasma und Pla­
stiden bandiert unter unseren Bedingungen ebenfalls einheitlich. 

Die Berechnung der prozentualen Verhältnisse einzelner Nuclein­

säurefraktionen aufgrund ihrer Absorption bei 260 nm von normal 
grünen Primärblättern des Wildtyps ergab - nach Phenol-Extrak­

tion mit der KIRBY-Methode - gleiche Mengen von DNA und 25 S 

rRNA. Das Mengenverhältnis der 25 S zur 18 S rRNA beträgt 2:1; 

das der plastidialen 25 S zur 16 S rRNA 1,3 : 1,0. Der Anteil 

der niedermolekularen 5 S RNA aus 70 S und 80 S Ribosomen 
macht 5% aus. Die transfer RNA hat einen mengenmäßigen Anteil 
von 19% der gesamten Nucleinsäuren (Tab. XVIII). Das Mengenver­
hältnis der 25 S : 18 S rRNA von 2:1 gilt - bis auf den viridis 

I-Typ und albina II - auch mehr oder weniger für alle hier un­

tersuchten Mutanten. Setzt man ein molares Verhältnis der 25 S/ 
18 S RNA mlt 1 :1 voraus, dann ergeben sich rein quantitativ 

für diese Fälle keine Unterschiede in der Zusammensetzung der 

rRNA aus den Untereinheiten der 80 S Ribosomen des Wildtyps und 

der Mutanten. Vom normalen 1 ,3 : 1 ,0-Verhältnis der 25 S/16 S­
Fraktion des Wildtyps weichen die Ergebnisse bei den Mutanten 

ab. Hier wurden gefunden: 0,6 : 1,0 für die viridis !-Typen, 

1, 2 : 1 ,O für viridis III und 1, 1 : 1 ,0 für die xantha-Form. 
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Abb. 84: Gelelektrophoretische Trennung von Nucleinsäuren aus 
Prirnärblättern des Wildtyps der Gerste (oben) und des 
albina II-Typs (unten). Die DNA. und die hochmolekulare 
rRNA wurden im 2,4%igen Polyacrylarnidgel (links) ge­
trennt. Die Trennung der löslichen RNA erfolgte in 
7,5%igen Gelen (rechts) 

Abb. 85: Pherograrnrne der Nucleinsäuren des Wildtpys und der 
weißen albina II-Mutante. Die weiße Mutante besitzt 
keine ribosornale RNA in ihren Plastiden 
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Tab. XVIII 

Prozentuale Verteilung einzelner Nucleinsäurefraktionen aus Blattfarbmutanten 
der Gerste nach gelelektrophoretischer Trennung 

DNA 25 s 23 s 18 s 16 s 5 s 4 s 

Wildtyp 21 • 7 21 • 7 12,3 11 '3 9,3 4,9 18,7 

viridis I 1 5 • 1 1 7 '8 8,3 17,5 14 '5 7,6 18,9 

viridis III 20' 1 22,2 12,3 12,2 10. 1 3,3 19. 8 

xantha 28,8 18,0 4 '1 8,0 3,7 5,4 32,0 

albina II 25,1 38,3 0,0 12,4 0,0 3,7 20,5 
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Ribosomale RNA läßt sich in den Plastiden des albina II-Typs 

rni t den Methoden der Polyacrylarnid-Gelelektrophorese nicht 
nachweisen (Abb. 84, 85). Albina I- und viridis II-Typen wur­

den wegen Materialmangels nicht untersUcht. 

Der Quotient von 25 S + 18 S rRNA und 23 S + 16 S rRNA läßt 

Aussagen über das Mengenverhältnis der hochrnolekula1en rRNA 

und damit über das Verhältnis der 80 S : 70 S Ribosomen zu. 

Er beträgt für die grünen Kontrollen, viridis I und III genau 

1,5 : 1,0. Ein abweichendes Verhältnis mit 3,3 : 1,0 zeigt die 

xantha-Mutante. Vorausgesetzt, die Menge der 80 S Ribosomen 

des Wildtyps und der Mutanten wären - bezogen auf eine Zelle -
gleich, dann besitzt bei gleicher Plastidenzahl die xantha­

Mutante nur (iie Hälfte der Plastidenribosornen des Wildt.yps. 

Untersuchungen zum Nachweis der Plastiden-DNA wurden an den 

grünen Kontrollen und an der albina II-Mutante durchgeführt. 

Die übrigen Mutanten wurden nicht untersucht, weil Blattmaterial 

zur Plastidenisolierung und zur DNA-Extraktion in ausreichender 

Menge nicht zur Verfügung stand. 

Erwartungsgemäß zeigten Chloroplasten des Wildtyps doppelsträn­

gige DNA, die nach Phenolextraktion partiell noch mit Mernbran­

resten verbunden ist. Wahrscheinlich handelt es sich um (Thyla­

koid)-rnernbrangebundene pNA. Durch wiederholte Phenolextraktion 

kann die Chloroplasten-DNA von den anhaftenden Mernbranproteinen 

gereinigt werden. In den farblosen, ribosornenfreien Plastiden 

des weißen albina II-Typs konnte ebenfalls 'rnernbrangebundene' 

DNA nachgewiesen werden (Aßb. 86, 87). Die gesamte Länge der 

bffenen und z.T. schleifenartig angeordneten DNA-Stränge betrug 

im Falle der Wildform und der albina II-Form etwa 32f rn. Unklar 
ist, ob die freien Enden der DNA nativen Charakter besitzen oder 

durch Zerbrechen eines-einzelnen, möglicherweise ringförmigen 
DNA-Moleküls entstanden sind. 

Die Ultrastruktur der Plastiden vorn neutroneninduzierten Mutan­

tentyp viridis I zeigt im Vergleich mit den Kontrollen eine 

normale Anordnung von Grana- und Strornathylakoiden. Im Gegensatz 

zum Normaltyp ist die Anzahl der Thylakoide pro Granurn reduziert 
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Abb. 86: Membrangebundene DNA aus Chloroplasten der Gerste. 
Elektronenmikroskopische Dunkelfeldaufnahme nach 
Spreitung der DNA mit Cytochrom c und Kontrastierung 
mit Ur~nylacetat 

Abb. 87: DNA aus Plastiden der albina II-Mutante der Gerste. 
Präparative Bedingung wie in Abb. 86 
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(Abb. 88, 89). Viridis 1-Typen, die übrigen viridis-Mutanten 

und der chlorina-Typ haben - im Gegensatz zur amöboiden Form 

der xantha- und albina-Plastiden - linsenförmige Chloroplasten 
mit typischen doppelten Hüllmembranen. 

In den Plastiden der Chlorophyllmutante,viridis II ist der An­

teil der Granathylakoide weiter reduziert (Abb. 90). Anordnung 

und Form der Thylakoide der viridis III-Mutante sind normal. 

Plastiden des viridis III-Typs enthalten Prolamellarkörper; sie 

sind unfähig, den Prolamellarkörper unter Lichteinfluß völlig 

in Primärthylakoide umzuformen. Thylakoide an der Plastiden­
peripherie sind meist blasig erweitert (Abb. 91). 

Die Anordnung der Plastoglobuli der viridis 1-Typen ist überd 

wiegend solitär. Plastiden der viridis II- und viridis III-Typen 

haben überwiegend gruppenförmig angeordnete Plastoglobuli. Ri­
bosomen lassen sich mit Uranylacetatkontrastierung in allen 

drei Typen nachweisen. 

Morphologisch läßt sich der chlorin•-Plastidentyp in die Nähe 

der viridis II-Formen einordnen. Chlorina-Plastiden besitzen 

noch das äußere linsenförmige Plastidenprofil der Kontrollen. 
In den 2 - 3 Wochen alten Gewächshauskulturen finden sich ein 

oder zwei Prolamellarkörper pro Plastide, deren Kristallgitter­
struktur nicht oder nur schlecht erhalten ist. Ein weiteres für 

chlorina-Plastiden typisches Charakteristikum ist eine erhöhte 

Plastoglobulianzahl. Die Plastoglob~li befinden sich unmittel­

bar an der Peripherie der Prolamellarkörper. Ursache der Diffe­

renzierungsstörung der chlorina-Plastiden dürfte in,der Unfähig­

keit zur Umbildung ihrer Prolamellarkörper liegen, so daß nur 

wenige Thylakoide gebildet werden. Der Innenraum der Granathyla­
koide aus chlorina-Plastiden ist z.T. vesikulär erweitert (Abb. 

9 2) • 

Die Plastiden der neutroneninduzierten xantha-Mutante besitzen 

'ungeordnete' Prolamellarkörper, die möglicherweise als Vor­

stufen der Kristallgitter anzusehen sind. Granathylakoide fehlen 

diesem Plastidentyp völlig oder teilweise (Abb. 93). Die Plasto­
globuli befinden sich überwiegend in solitärer Anordnung zwi-
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Abb. 88-91: Thylakoidanordnung in Plastiden der grünen 
Kontrollen, des viridis I-Typs, des viridis II­
Typs und der viridis III-Form (von oben nach 
unten) 
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sehen den Maschen der Tubuli; vereinzelt treten sie in Gruppen 
auf. 

Untersuchungen der Ultrastruktur von Thylakoiden aus albina !­

Mutanten mit Spuren von Chlorophyllen und Carotinoiden und aus 

den völlig pigmentfreien albina II-Typen erbrachten in beiden 

Fällen ähnliche Ergebnisse. Die beiden Typen haben 'ungeordnete' 
Prolamellarkörper mit vereinzelten Stromathylakoiden. Grana­
thylakoide sind im Falle der albina II-Typen nicht vorhanden. 

Die Plastiden der albina !-Typen enthalten in Ausnahmefällen 

Granathylakoide (Abb. 94, 95). Elektronenmikroskopisch lassen 
sich in beiden albina-Typen keine Ribosomen im Stroma nachweisen; 
hingegen besitzt das Cytoplasma mit Uranylacetat kontrastierbare 
Ribosomen. 

Die Steuerung der Chloroplastendifferenzierung, d.h. die Syn­

thesen strukturgebundener und pufferlöslicher Prot'eine und 

Lipide des Stromas und der Thylakoide während der Ergrünungs­

prozesse, unterliegt der genetischen Kontrolle der Kern- und 
Plastiden-DNA. 

Die Rolle der Plastiden-DNA ist durch Anwendung selektiv wir­
kender Inhibitoren (z.B. Rifampicin, SURZYCKI 1969, GOODENOUGH 

1970, BOGORAD 1970, BROWN et al. 1970) und durch Herstellung 

u.v.-induzierter Euglena-Stämme, die völlig frei von Plastiden­

DNA sind (SCHIFF und'-EPSTEIN 1966, EDELMAN et al. 1965), sowie 
durch DNA-RNA-Hybridisierungsexperimente (SCOTT und SMILLIE 

1967, STUTZ 1970) z.T. bekannt. So darf man als sicher ansehen, 

daß die DNA-abhängige RNA-Polymerase und die rRNA der Plastiden 

von der Plastiden-DNA codiert wird. 

Die Funktion der Kern-DNA bei der Plastidendifferenzierung ist 

durch die ausschließlich mendelnde Vererbung von Genen, die die 
Plastidenentwicklung beeinflussen, teilweise bekannt. So unter­

liegt die Kontrolle von Einzelschritten der Chlorophyll- und 
Carotinoid-Synthese der Kern-DNA. Außerdem kontrollieren Kern­

gene die Insertion der Chlorophylle in die Thylakoide, die Syn­

these chloroplastenspezifischer Lipide, die Porphyrinsyrithese 

(KIRK 1966, v. WETTSTEIN et al. 1970), die Proteine des Elek­

tronentransportes und das "stacking" der Thylakoidmembran 
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Abb. 92-95: Thylakoidanordnung in Plastiden des chlorina-Typs, 
des xantha-Typs und der albina I- und II-Typen 
(von oben nach unten) 
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(GOODENOUGH et al. 1970). 

Bisher liegt keine Information darüber vor, inwieweit die 

Strukturproteine der Thylakoidmembran und die Proteine der 
doppelten Plastidenhüllen durch Kern- oder Plastiden-DNA co­
diert werden. Sicher ist jedoch, daß die Enzyme des Calvin­

Zyklus, Fraction !-Proteine und die Strukturproteine der Thy­

lakoidmembran an den Plastidenribosomen gebildet werden (SMILLIE 

et al. 1967, WILDMAN 1970). 

Interessanterweise besitzt der albina II-Typ der Gerste zwar 

Plastiden-DNA, aber keine - mit der Polyacrylamid-Gelelektro­

phorese und elektronenmikroskopisch nachweisbare - Plastiden­
rRNA bzw. Ribosomen. Demzufolge fehlt ihm eines oder alle der 

untersuchten plastidenspezifischen Enzyme Phosphoriboseisomera­
se, Phosphoribulokinase und Carboxydismutase. Möglicherweise 

fehlen dieser Mutante auch die übrigen Enzyme des Calvin-Zyklus, 
weil sich photosynthetisch gebildete 14 c-Intermediärprodukte 

nicht nachweisen lassen. 

Dieses Ergebnis bestätigt den Befund von SMILLIE und Mitarbei­

tern (1967) über die Wirkung des selektiv wirkenden Chloram­

phenicols auf 70 S Ribosomen, daß die Proteine des reduktiven 

Pentosephosphatweges an den Plastidenribosomen gebildet werden 
müssen, wobei die Frage nach der Herkunft des messengers (Kern 

oder Plastide) weiterhin offen bleibt. Denkbar wäre, daß im 

Falle der albina II-Mutante noch messenger transcribiert wer­

den, ihre Translation durch das Fehlen von 70 S Ribosomen un~ 
möglich wird. 

Die Ursache für den genetischen Block auf der Ebene der 70 S 

Ribosomen im Falle von albina II deutet auf eine Veränderung 
oqer den völligen Ausfall der Cistrons für 23 S und 16 S rRNA 
in der Plastiden-DNA hin. Ferner muß in Betracht gezogen werden, 

daß im Falle der albina II-Mutante keine bzw. defekte DNA-ab­

hängige RNA-Polymerase gebildet wird. WILDMAN (1970) konnte an 
einer weißen Tabak-Mutante eine Hemmung der RNA-Polymerase~ 

Aktivität gegenüber der des Wildtyps nachweisen. 
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Abb. 96: Chloroplast des Wildtyps von H. vulgare· Fixierung: 
Glutaraldehyd - Oso4 - KMno4 
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Plastiden-DNA ist elektronenmikroskopisch in Ultradünnschnitten 

pigmentfreier Mutanten des Mais (SHUMWAY und WEIER 1967), in 
weißen Tradescantia-Plastiden (SPREY 1966) und in chlorophyll­

freien Plastiden in Vicia faba (DYER et al. 1971) nach Uranyl­
acetat-Kontrastierung nachgewiesen worden. Wenngleich an der 
gespreiteten Plastiden-DNA aud der albina-Mutante und dem Wild­

typ bisher keine Unterschiede in der mittleren Länge der DNA 

nachgewiesen werden konnten, so ist das Vorkommen von Plastiden­
DNA in den rein weißen Plastiden deswegen von Interesse, weil 
den pigmentfreien, u.v.-induzierten Euglena-Stämmen Plastiden­

DNA völlig fehlen kann (SCHIFF und EPSTEIN 196.6). 

Aufgrund der elektronenmikroskopischen Untersuchung der weißen 

Primärblätter mit den ribosomenfreien Plastiden des albina II­
Typs scheint die Plastidenanzahl / Zelle gegenüber dem Wildtyp 

unverändert. Das bedeutet, die DNA-Polymerase der Plastiden 

wird nicht an den Plastidenribosomen, sondern an den Cytoplas­
maribosomen synthetisiert. Dies steht in Übereinstimmung mit 

dem Ergebnis von SURZYCKI (1969). Danach wird die Plastiden­
DNA-Polymerase von der Kern-DNA und nicht von der Chloroplasten­

DNA codiert. Im Falle der u.v.-induzierten Euglena-Stämme könnte 

fehlende oder defekte DNA-Polymerase zu Störungen der Plastiden­

DNA-Replikation und damit zu einer Ausbleichung infolge des Ver­
lustes von Chloroplasten während der Zellteilung führen. Ähn­

liche Verhältnisse dürften im Falle der selektiv wirkenden 

Nalidixinsäure vorliegen. Dieser Inhibitor hemmt die DNA-Repli­
kation in Bakterien und wahrscheinlich auch die Chloroplasten­
DNA Replikation (LYMAN 1967), was im Falle von Euglena zur Aus­
bildung weißer Kolonien führt. 

Trotz des Fehlens von Plastidenribosomen ist die albina !!­

Mutante zu gewissen Differenzierungsschritten ihrer Plastiden 
befähigt (Abb. 96, 97). So besitzt sie - wenn auch unvollstän­
dig ausgebildete - Prolamellarkörper und doppelte Plastiden­

hüllen. Die Plastidenhüllmembranen haben zwar auf den Elektro­

nenmikrographien amöboide Umrisse, weil ihnen das stabilisie­

rende Thylakoidsystem weitgehend fehlt (vgl. WILDMAN 1967), doch 

ist die Größe ihrer Oberflächen und die Anordnung ihrer Membra-
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Abb. 97.: Plastide aus einem Primärblatt der chlorophyllfreien 
albina II-Mutante 
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nen mit den Verhältnissen im Wildtyp vergleichbar. Die Ent­

wicklung der Plastidenhüllen ist also von der Entwicklung des 
Thylakoidsystems unabhängig und verläuft in ribosomenfreien 
Plastiden normal. Demnach sollte man annehmen, daß die Membranen 
der Plastidenhülle an den 80 S Ribosomen des Cytoplasmas syn­
thetisiert werden. 

Aufgrund elektronenmikroskopischer Untersuchungen kommt FREY­

WYSSLING (1967) zu ähnlichen Ergebnissen. Er nimmt an, daß die 

Hüllmembranen von Plastiden cytoplasmatischer Herkunft sind. 

Gegen diese Interpretation könnte eingewendet werden, daß nur 

wenige Plastidenribosomen in der albina II-Mutante vorhanden 
sind, deren Menge unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze der Gel­
elektrophorese liegt. Es könnten also bei den albina II-Plasti­
den ähnliche Verhältnisse wie in den Leucoplasten von Allium 

porrum vorliegen, deren rRNA gelelektrophoretisch nicht nachweis­

bar ist (RUPPEL 1969). Gegen diese Annahme spricht allerdings, 
daß sich auch elektronenmikroskopisch in den Plastiden der Mu­

tante albina II nie Ribosomen nachweisen ließen. 

Ob die reduzierte Ribosomenanzahl in den Plastiden aus der 

xantha-Mutante und das Mißverhältnis von 23 S : 16 S rRNA der 
viridis !-Mutante als Ursache für die gehemmte Plastidendiffe­

renzierung in Betracht gezogen werden kann, ist fraglich. Eben­

so bleibt auch die Lokalisierung des Differenzierungsblocks der 
Plastiden der viridis II- und III-Mutanten rein hypothetischer 

Natur. 

Unter ultrastrukturellen Aspekten ist anzunehmen, daß die Onto­

genese der viridis III-Plastiden nach der Prolamellarkörperbil­

dung, der xantha-Plastiden vor der Prolamellarkörperbildung und 
der albina-Plastiden vor oder nach der Prolamellarkörperbildung 
blockiert ist. Plastiden der viridis I- und II-Mutanten können -

im Gegensatz zu den übrigen Mutanten - den Prolamellarkörper 

unter Lichteinfluß völlig in Thylakoide umbilden. Aufgrund die­

ser elektronenmikroskopischen Ergebnisse scheint die Blockierung 
der photosynthetischen co 2-Assimilation - mit Ausnahme der albina 

II-Typen - Folge einer Differenzierungsstörung in der Menge der 

Thylakoide oder in dem molekularen Bau der Thylakoidmembran zu 
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sein. Setzt man voraus, daß ein normaler Elektronentransport 

nur an Thylakoiden mit normaler Substruktur ablaufen kann, 

dann wäre im Falle der untersuchten chlorophylldefekten Plasti-, 
den - ähnlich den Verhältnissen bei Oenothera-Mutanten (DOLZMANN 

1968) - eine 'Störung' im Elektronentransport oder im Photosystem 
I und II denkbar. HALLIER (1968) nimmt für Plastom-Mutationen 
von Oenothera einen Block im Elektronentransport im Bereich des 
Photosystems II an. 

Ursache der reduzierten co 2-Assimilationen könnte in allen 

Mutanten - bis auf den albina II-Typ - primär ein reduzierter 
Elektronentransport in oder zwischen den Photosystemen I und 

II sein. Diese könnte durch einen verfrühten Abbruch der Thyla­

koidausbi]:dung bzw. durch Störungen in der molekularen Struktur 

der Thylakoide erklärt werden. Ein genetischer Block im Enzym­
besteck des reduktiven Pentosephosphatweges ist ähnlich wie bei 

den Plastommutanten von Oenothera (HALLIER und Mitarbeiter 1968) 
1 

bei den Chlorophylldefektmutanten der Gerste nicht vorhanden. In 

diesen Mutanten scheint das normale Enzyrnrnuster der Kontrolle 

mit normalen Enzymaktivitäten vorzuliegen. Nur im Falle der 

albina II-Mutante dürften neben den untersuchten Enzymen auf­
grund fehlender 70 S Ribosomen alle weiteren Enzyme des Calvin­

Zyklus nicht vorhanden sein. 

Ein Teil der vorliegenden Arbeit (Kap. III, IV, VII, VIII, IX, 

XII) wurde als Projekt 0 des Forschungsprogrammes des Sonder­

forschungsbereiches 160 'Eigenschaften biologischer Membranen' 

von der DFG unterstützt. 
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