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I. Einleitung

Die Entwicklung der Proplastiden zu Etioplasten ist ein licht-
unabhédngiger Vorgang, der eine Serie plastidenspezifischer
Synthesen von Nucleinsduren, Lipiden, Kohlenhydraten und Pro-
teinen impliziert. Etioplasten - ein flir etiolierte Angio-
spermen typisches Plastidenentwicklungsstadium, das geringe
Mengen Protochlorophyllid, aber noch keine Chlorophylle ent-
hdlt - sind Endprodukte einer Sequenz von Entwicklungsprozessen
aus undifferenzierten Proplastiden. Dieser lichtunabhingige
Differenzierungsvorgang ist u.a. mit der Ausbildung eines pla-
stideneigenen Systems fir Proteinsynthesen (DNA, 70 S Ribosomen,
tRNA, Aminoacyl-RNA Synthetasen) korreliert. Damit konnen in

der Dunkelphase signifikante Mengen pufferldslicher Stromaenzyme
(z.B. Enzyme des reduktiven Pentosephosphatweges, Fraction I-
Protein), wasserunl®sliche Strukturproteine des Prolamellar-
korpers - ein charakteristisches inneres Membransystem der Etio-
plasten - und membranassoziierte Proteine des photosynthetischen

Elektronentransportes synthetisiert werden.

Die weitere Entwicklung der Etioplasten zum photosynthetisch
aktiven Chloroplasten wird durch Licht - in Abhidngigkeit von

der Lichtintensitdt und der Wellenldnge - induziert und durch
Photoakzeptoren reguliert. Die Photoregulationen kénnen indirekt
tiber differentielle Genaktivierungen oder/und direkt durch En-
zymaktivitdtsdnderungen infolge Wechsel der Membranpermeabilitédt
flir 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
tbernimmt die Kern-DNA wahrscheinlich die Funktion des Tridgers
der Strukturgene fir viele Chloroplastenproteine, widhrend die
Plastiden-DNA méglicherweise als Sitz der Regulatorgene aufzu-

fassen ist.

Kern, Cytoplasma und die durch eine doppelte HUllmembran begrenz-
ten Plastiden besitzen je ein getrenntes System der Transcription
und Translation. Die rdumliche Kompartimentierung des Cytoplasmas
vom Plastidenstroma schlieSt die funktionelle Trennung nicht aus:

es 1st anzunehmen, dafl an der Kern- bzw. Plastiden-DNA transcri-



bierte mRNAs sowohl an den 70 S Ribosomen der Plastiden als
auch an den 80 S Ribosomen des Cytoplasmas zu spezifischen
Polypeptiden wdhrend der Plastidendifferenzierung verknlpft

werden.

Die Prdsenz 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 lUbernehmen
die Etioplasten in Bldttern heterotropher Pflanzen wdhrend ihrer
Entwicklung zu Chloroplasten sequentiell Teilschritte der Photo-

synthese.

Trotz einer Filille von Daten liber ultrastrukturelle und bio-
chemische Teilaspekte der Chloroplastengenese aus Etioplasten
sind viele Detailfragen - insbesondere der Synchronisation
ultrastruktureller und funktioneller Differenzierungsschritte -
weitgehend ungeldst. Mit den Methoden der Elektronenmikroskopie
und der Biochemie werden in dieser Arbeit Einzelschritte der
Chloroplastenentwicklung analysiert. Als Objekt wurden Etio-
plasten, ergrinende Plastiden und Chloroplasten in vivo oder

im isolierten Zustand aus Primdrbldttern von Hordeum vulgare

'Bido!' L. untersucht.

Dafl die lichtinduzierte Chloroplastengenese in diesen Blatt-
teilen weitgehend synchron verlduft und die Chloroplastenent-
wicklung der einzige Differenzierungsprozell in den dlteren, aus-
differenzierten Primdrbldttern ist, liefl das Objekt flir ent-

wicklungsphysiologische Fragestellungen geeignet erscheinen.

Um die mit der Plastidenentwicklung korrelierten ultrastruk-
turellen Verdnderungen zu verdeutlichen, wurde das klassische,
von MUHLETHALER und FREY-WYSSLING (1959) entwickelte Schema der
Plastidenentwicklung als Beispiel gewdhlt (Abb. 1). So gesehen
ist die lichtabhidngige 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: Lichtabhingige und lichtunabhidngige Ontogenese von
Chloroplasten bzw. Etioplasten aus Proplastiden
(nach MUHLETHALER und FREY-WYSSLING 1959)

lamellarkSrpern prdformierten Membranen in Stromathylakoide
und anschlieflend die Neubildung von Granathylakoiden bein-
haltet. Gleichzeitig k&énnen mit der Photokonversion der Pro-
lamellarkdrper in chlorophyllhaltige Thylakoidmembranen im
Plastidenstroma zum Teil lichtabhidngige Synthesen initiiert
werden, die mit der Bildung photosynthetisch aktiver

Chloroplasten abschliefen.



II. Material und Methoden

Untersucht wurden lichtinduzierte Verdnderungen an sieben
Tage alten Primdrblattspitzen (5 cm) von Hordeum vulgare,
var. 'Bido'. Der Entwicklungszustand der Etioplasten dieses
Blattalters ist flr die Untersuchungen der lichtinduzierten
Verdnderungen besonders geeignet: Protochlorophyll(id)gehalt,
GréBe der Prolamellarkdrper und die Bildung von Primdrthyla-
koiden erreichen maximale Werte am siebenten Tag der Blatt-
entwicklung (HENNINGSEN und BOYNTON 1967). Die Chloroplasten-
entwicklung wurde nach Belichtung unterschiedlicher Dauer
(Philips Leuchtstoffrohren, TLW, 5 kLux; Belichtungsdauer:

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

die jeweiligen Differenzierungsstadien vergleichend analysiert.

Elektronenmikroskopie

Primdrblattstiickchen (1 mmz) wurden in phosphatgepuffertem,
6,25%igem Glutaraldehyd (pH 7,2) fixiert (2 Stunden) und in
phosphatgepuffertem,1%igem OsO4 (pH 7,2) nachfixiert (2 - 12
Stunden) . Die Entwidsserung verlief liber eine gestufte Serie

von Athanol liber Propylenoxid. Das fixierte Material wurde in
niedrig-viskdses Epon eingebettet (SPURR 1969). Die mit Uranyl-
acetat kontrastierten Ultradiinnschnitte wurden zusdtzlich mit
Bleicitrat (VENABLE und COGGESHALL 1965) fir 1-5 Minuten nach-
kontrastiert und im Elmiskop I (Fa. Siemens) elektronenmikros-

kopisch untersucht.

Fiir die Negativ-Kontrastierung von Plastidenbruchstiicken und

von Plastidenproteinen wurden engmaschige (150 mesh), Formvar-
befilmte Cu-Netzchen verwendet, die zusdtzlich durch eine auf-
gedampfte Kohleschicht verstirkt wurden. Die frisch hergestell-
ten Pridparate wurden auf die Tridgernetzchen angetrocknet und
mit 2% Phosphorwolframsdure, 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



(E. FULLHAM, N.Y.) gespreitet. Die auf den Formvar-befilmten
Cu-Netzchen angetrockneten Membranen wurden unter einem Winkel
von 6° mit Platindraht (§ o,1 mm, Lidnge 7 cm) kegelbedampft
(Fa. Edwards). Die elektronenmikroskopischen Mikrographien wur-
den, z.T. nach Anfertigen von Zwischenvergréferungen, densito-

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

Die Beugungsdiagramme der parakristallin angeordneten Plastiden-

komponenten wurden von den elektronenmikroskopischen Negativen

mit einem optischen Diffraktometer (Fa. Polaron) hergestellt.

Neben der Ultradinnschnittechnik nach chemischer Fixierung

wurden 1 mmZ—BlattstUckchen nach Vorfixierung in Glutaraldehyd
und Zusatz von 20% Glycerin als Gefrierschutzmittel nach der
Gefrierdtzmethode (MOOR et al. 1961) untersucht. Die Prédparate
wurden mit fllissigem Dichloridfluormethan in speziellen Prédparat-

haltern eingefroren, in fliissigem Stickstoff aufbewahrt und auf
den Objekttisch (—1960C) ubertragen.

Mit dem gekﬂhlten Mikrotommesser (-1960C) werden Querbriliche
durch die Blattspreite gelegt (Objekttemperatur =99OC). Nach
einer Sublimationsdauer von einer Minute bei einem Vakuum von

107 Torr wurden die Objekte schrigbedampft.

Fir die Schrdgbedampfung (Bedampfungswinkel 45°) wurde ein eng-
gewickelter Platin-Iridiumdraht (7 cm Ldnge, 0,1 mm @) aufgedampft.
Um reproduzierbare Metallbeschattungen unter gleichen Bedampfungs-
winkeln zu erhalten, wurde der Platin-Kohleverdampfer und die
Kohleverdampfungseinrichtung der Gefrierdtzanlage (Fa. Balzers)

so umgebaut, dafl die Zentrierung der Kohleelektrodenspitzen

auf das Prdparat entfiel.

Zur Abl8sung der Abdriicke wurden die Objekte durch eine Serie
von L&sungsmitteln gefihrt: aqua dest., 15 min.; 20%ige Chrom-
schwefelsdure, 15 min.; aqua dest., 15 min.; 40-70%ige Schwefel-
sdure je nach Bedarf und 2 x 15 min. aqua dest.. Zur weiteren
Beobachtung im Elektronenmikroskop wurden die Abdriicke auf
Formvar-befilmte Kupferobjekttrdgernetzchen mit einer Platin-

0se libertragen.



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 Primdrbldtter nach einer Belichtungs-
dauer von 5 Minuten in fllissigem Stickstoff eingefroren und so-
fort mit kaltem Aceton extrahiert. Die eingeengten Chlorophyllide
wurden dinnschichtchromatographisch an Cellulose MN 300 im
Trennmittelgemisch Methanol-Dichlormethan-H,0 (100:18:20; v/v/Vv)
getrennt (SCHNEIDER 1967). Die dc-getrennten Chlorophyllide
wurden fluorometrisch bei 325 nm identifiziert. Mit Hilfe

eines Gelb-Criin-Filters wurden sichbare, nichtfluoreszierende
Pigmente - bis auf eine im Lutein fluoreszierende Bande (vgl.
SCHNEIDER 1967) - unterdrlickt. 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 Durchlédssigkeit des photo-

graphischen Negativs festgelegt.

Die quantitative Bestimmung des Verh#dltnisses von Protochloro-
phyl1l(id) zu Chlorophyll(id) wurde unter Verwendung der spezi-
fischen Absorptionskoeffizienten fur Chlorophyll a bei 663 nm
(McKINNEY 1941) und Protochlorophyll bei 626 nm (ANDERSON und
BOARDMAN 1964) berechnet:

C 12.2013*E - 0.0699-E

663 626
28.6818-E626 - 5.209'E663

[

p

(wobei C und P = Mikrogramm Chlorophyl1(id) bzw. Protochloro-
phyll(id)/ml-cm ist).

Der Chlorophyllgehalt wurde nach der ARNON-Methode (1949) oder
nomogrammatisch nach KIRK (1968) bestimmt.

Zum Nachweis T4¢c-markierter Intermedidrprodukte 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 Rontgenfilm, royal blue) identifi-

ziert. Die radioaktiven Flecken wurden ausgeschnitten und ihre



Radioaktivitdt im Fllissigkeitsszintillationszdhler (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 14COZ—Begasung

sind in Kap. XII beschrieben.

Auf die Isolierungsmethode von Plastiden (Etioplasten, ergriinen-

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 0504-fixiert und wahlweise mit Pt-C-schrédg-
bedampft. Fir die Proteinextraktion wurden die isolierten Plasto-
globuli solange mit Phosphatpuffer Uber Millipore-Filter (AAWP
02500) gewaschen, bis das Eluat frei von 16slichen Proteinen
war (LOWRYlet al. 1951). Die Plastoglobuliproteine wurden mit

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

(pH 8,9) geldst und der unldsliche Debris abzentrifugiert

(Beckman Minifuge). Die Proteinkonzentration wurde mit Folin-
Reagenz bestimmt (LOWRY et al. 1951) und der Uberstand 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 I-Protein wurde in Tris-HC1 Puffer (pH 8,0) in Gegen-
wart von 0,002 M MgClZ, 00,0005 M Cysteinhydrochlorid, 0,01 M
Mercaptoaethanol im eisgekiihlten Omnimixer extrahiert, fiur 30
Minuten im Ti-50 Rotor mit 40.000 Upm zentrifugiert (Beckman

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

beschriebenen Bedingungen verwendet.

Zur quantitativen Bestimmung der 10slichen Proteine nach der
Folin-Ciocalteu Methode (LOWRY et al. 1951) wurde Serumalbumin

als Standardeichprotein verwendet.

Flir die Bestimmung der spezifischen Syntheserate von Fraction I-
Protein wdhrend der Chloroplastengenese wurden abgeschnittene,
5 Tage alte, etiolierte, oberflidchensterilisierte Primdrblitter
fir 48 Stunden mit einem 14C—Proteinhydrolysat von Chlorella
(S/uCi/ml, Fa. Buchler) in Dunkelheit vorinkubiert. Die Proben

14C—Aminoséuren in Dunkelheit, bzw.

verblieben in Gegenwart der
wurden flir 48 Stunden oder 8 Stunden belichtet. Das an
Sephadex (G-100)-Sdulen getrennte Fraction I-Protein wurde in
5% Trichloressigsdure gefdllt, abzentrifugiert und in dest.
HZO gewaschen und erneut pelletiert (2x). Nach Lyophilisierung
der Probe wurde ihre Radioaktivitdt (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 I-
Proteins widhrend der Blattergrlinung durch Markierung in 14COZ—
Atmosphédre via Photosynthese bestimmt. Aus 5 mCi BaMCO3 wurde
mit 70% HZSO4 in einem Exsikkator (Vol. 5 1) 14CO2 generiert

und eine Stunde belichtet (35 kLux). Fraction I-Protein wurde
analog der oben beschriebenen Methode extrahiert und isoliert.
Verglichen wurden die Syntheseraten von Fraction I-Protein in

7 Tage alten,etiolierten (im Exsikkator lichtdicht abgeschirm-
ten) Bldttern und ergrinenden Bldttern (nach unterschiedlicher

Belichtungsdauer).

Die Aktivitdt der Ribulose-1,5-diphosphat Carboxylase wurde
nach der bei KANNANGARA (1969) aufgeflihrten Methode bestimmt.

Die Aktivitdt der Enzymsequenz Phosphoriboisomerase, Phospho-
ribulokinase und Ribulose-1,5-diphosphat Carboxylase wurde

nach der bei STEER und Mitarbeitern (1966) beschriebenen Metho-
dik ermittelt. Die Radioaktivitdt der 14C—Phosphoglycerinséure
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wurde als Ipm pro Milligramm bzw. Mikrogramm extrahierbarer,

pufferldslicher 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. WIW) bei 4°¢ getrennt (Proben-
menge 1 mg). Es wurden jeweils zwei Versuche parallel durchge-
fihrt. Bei Erreichen des Gelendes durch die Bromphenolblau-
Front wurden die Gele aus den TrennrShrchen entfernt. Ein Gel
wurde mit 1% Amidoschwarzldsung in 7,5% Essigsédure angeférbt
und die Lage der Proteinbanden nach Entfdrbung der Gele mar-
kiert. Dieses Gel fungierte als Referenz. Die proteinhaltigen
Banden des zweiten ungefdrbten Gels wurden, entsprechend der
Lage der Proteine im Referenzgel, ausgeschnitten, durch ein
engmaschiges Nylonsieb mit einem Pistill zerrieben und die Pro-
teine in 10 mM Tris-Glycin Puffer (pH 8,9) tber Nacht bei 4°C
unter Schiitteln eluiert. Nach Zentrifugation (30 Minuten,
40.000 Upm, Ti-50 Rotor, Spinco L 50) wurde der Uberstand TCA-
gefdllt und durch Zentrifugation pelletiert. Das Sediment wurde
in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7,2) geldst und erneut zentrifugiert

(3x). Das Sediment wurde gefriergetrocknet.

Fir die Aminosiureanalyse wurden die Proteine 8, 14 oder 24
Stunden in 6N HC1 bei 110°C in Gegenwart von Stickstoff in ver-

schlossenen Reagenzglédschen (Sovirel) hydrolysiert. Zur Amino-

sdureanalyse wurde ein automatischer Analysator (Fa. Biocal)

benutzt.

Die Isolierung des Protochlorophyllid-Holochroms aus 7 Tage

alten, etiolierten Primdrbl&dttern von H. vulgare erfolgte unter
Zusatz des nichtionischen Detergenz Triton X-100 (0,06%, v/V)
in 10 mM Tris-HC1 Puffer (pH 8,5), enthaltend 2 mM MgSo4, 1T mM
EDTA und 25% (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-
1l6sung in einer 1 cm MefBkiivette verwendet (SCHOPFER und
SIEGELMAN 1968).

Fir die Markierungsexperimente zur Bestimmung der Lipidsynthesen
wurden die etiolierten Primdrbldtter von H. vulgare unter steri-
lem,dest. Wasser oberhalb der Coleoptile abgeschnitten und in
Becherglidser, die mit wenig dest. H,0 gefillt waren, fur 4, 12
und 24 Stunden belichtet (Mischlicht aus Osram L Fluora 40 W

und Philips TL 40 W Leuchtstoffr6hren, 5.000 Lux). Als Kontrolle
dienten gleichalte (7 Tage), abgeschnittene Primdrblédtter etio-

lierter bzw. kontinuierlich belichteter Kulturen von H. vulgare.

Zur Markierung der Glykolipide und der Phospholipide wurden die
abgeschnittenen Primdrbldtter mit verdiinnter, wdssriger He 32P04—
Lésung (SO/lCi/ml, Fa. Hoechst, Fa. Buchler) bzw.mit 14C—Natrium—
acetat-Losung (S/uCi/ml, Fa. Buchler) jeweils zwei Stunden vor

Belichtungsende inkubiert.

Flir die Lipidextraktion wurden die Bldtter mit fliUssigem Stick-
stoff zermdrsert 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/Ather-
Gemisch (2:1, v/v) unter Zusatz von etwas fllissigem Stickstoff
12 Stunden im Dunkeln bei 4°C extrahiert. Der Riickstand wurde
Uber eine Glasfritte (G4) bis zur Farblosigkeit gewaschen und

im Rotationsverdampfer unter Stickstoffbeltiftung bis zur Trockene

eingeengt. Die wasserlfslichen Bestandteile wurden an der
Sephadex(G-25)-Sdule durch Verteilungschromatographie zwischen
der stationdren, hydrophilen Phase und mobiler, lipophiler Phase
in einem Chloroform-Methanol-Wassergemisch (200:100:75, v/v/Vv)
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 punktférmig bzw. strichfdérmig auf die DC-Platten aufge-
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tragen. Die Lipide wurden eindimensional auf aktivierten Diinn-
schichtplatten (Kieselgel G) im System Chloroform-Methanol-

Wasser (75:24:1, v/v/v) bzw. im Trennmittelgemisch Chloroform-
Methanol-Essigsduredthylester-3% Ammoniak (50:25:25:1, v/v/v/vVv)

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-R6ntgenfilm), direkt
auf der DC-Platte (Dinnschichtscanner, Fa. Berthold) oder nach
Abschaben der entsprechenden radioaktiven Flecken und Bestimmung
der Radioaktivitdt im Fliissigkeitsszintillationsspektrometer
(Tri-Carb, Fa. Packard) mit der oben angegebenen Szintillator-

18sung.

Fir die Phospholipide wurden folgende Abklirzungen verwendet:
Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylglycerin (PG), Phosphatidyl-
inosit (PI), Phosphatiddthanolamin (PE), Phosphatidylserin (PS),
Diphosphatidylglycerin (DPG), Phosphatidylsdure (PA).

Die im Text verwendeten AbklUrzungen fir die Glykolipide Mono-
galaktosyldiglycerid, Digalaktosyldiglycerid und Sulfolipid

sind MG, DG und SL. Als Sprithreagenz wurde Phosphormolybdédn-
sdure (Fa. Merck) verwendet. Die Expositonsdauer flr 14C—markierte

Galaktolipide betrug eine Woche.
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III. Anderungen der ultrastrukturellen Membrankonfiguration

wihrend der Chloroplastengenese

Die ultrastrukturelle Anordnung des inneren Membransystems der
Etioplasten von Angiospermen in Form der parakristallinen Pro-
lamellarkdrper, deren Umwandlung in Primirthylakoide und die
Neubildung der Granathylakoide in den photosynthetisch aktiven
Chloroplasten sind Gegenstand zahlreicher elektronenmikrosko-
pischer Untersuchungen gewesen. Im Endeffekt fihrten sie zu
einer genauen Kenntnis der rdumlichen Membrananordnung des Pro-
lamellarkSrpers 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 Prolamellarkdérpers der Etioplasten in fldchig
angeordnete Thylakoide besteht aus mehreren Einzelprozessen,
die durch verschiedene Lichtintensitdten (ERIKSSON et al. 1961}
und unterschiedliche WellenléngeﬁﬁfVIR&INEEEVal;‘1963, KLEIN

et al. 1964) induziert werden. Die Aktionsspektren filir die ein-
zelnen Membranbildungsprozesse implizieren die Beteiligung der
Photoakzeptoren Protochlorophyll(id), Phytochrom und eines im
Blaubereich absorbierenden Photoakzeptors (HENNINGSEN 1967).

An der lichtabhdngigen Metamorphose des Kristallgitters der
Prolamellarkérper in Stroma- und Granathylakoide sind Vorginge
wie Membranflufl, Membrantransformation und Membranneubildung

hintereinandergeschaltet:

-~ Die Veridnderung der Membrananordnung des Prolamellarkdrpers
unter Verlust der parakristallinen Struktur (ERIKSSON et al.
1961, HENNINGSEN und BOYNTON 1970) kann als Membranflufl auf-

gefallt werden.

- Die Umformung prdformierter Membranoberfldchen in perforierte
Thylakoide (GUNNING und JAGOE 1967) ist eine Membrantrans-
formation. (Rest-)Prolamellarkdrper und perforierte Thylakoide
bilden ein kontinuierliches Membransystem (SCHNEPF 1964). Die

Interstitialrdume des (Rest-)Prolamellarkdrpers und der per-
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forierten (Primdr-)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 Primdrthylakoidbildung aus Prolamellarkdrpern
ist zeitlich etwa mit dem Ende der lag-Phase der Chlorophyll-
synthese abgeschlossen. DaBl er mehr als Membranumbildung und
nicht als mit Synthesen verbundene Membranneubildung aufzufassen
ist, zeigt die inverse Korrelation von Membranoberflédchen des
Prolamellarkdrpers und der Primdrthylakoide. Die lichtinduzierte
Abnahme an Membransubstanz der Prolamellarkd8rper resultiert in
einer entsprechenden Zunahme von Primdrthylakoiden. Dieser Pro-
zell 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)
bestdtigt diese Auffassung: Membranen des Prolamellarkdrpers

sind Reservoir und Bausteine der Primdrthylakoide.

- Die Neubildung einzelner Granathylakoide und ihre Uberschie-
bung in Grana ist abhidngig von hohen Lichtintensitéten
(ERIKSSON et al. 1961). Die Auspridgung der Grana verliduft
korreliert mit der Zunahme griner Pigmente wdhrend 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,
LURSSEN 1970, BOARDMAN et al. 1972, TEVINI 1972) und Membran-
proteinen verbunden (PHUNG NHU HUNG et al. 1972).

Um diesen strukturellen Verdnderungen der sequentiell auftreten-
den Membranbildungsprozesse wdhrend der Chloroplastengenese ana-
loge funktionelle Verdnderungen zuzuordnen, wurden im wesentlichen
ultrastrukturelle Membranveridnderungen mit in vivo-Absorptions-

messungen korreliert.

Die Umwandlung der kristallinen Membranfiguration des Prolamellar-
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kérpers (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)
verlduft in Angiospermen mit einer Verschiebung der Absorptions-
maxima in vivo. P kommt in drei verschiedenen Absofptionsformen
vor: in zwei photochemisch aktiven Formen, die bei 637 und 650 nm
absorbieren (P637’ P650);und_in einer inaktiven Form (P628)' Bei
Belichtung werden P650 und P637 in Chlorophyllid a, das bei

678 nm absorbiert (6678), dann in Coa2 und in Ce72 photokonver-
tiert (SHIBATA 1957, BOARDMAN et al. 1972).

Pea2g

Pe37 | -
PGSO’”“—_“* Co7g — > Ceg2 — >  Cgyz

Das Vorkommen von Protochlorophyll(id) ist bei Angiospermen

mit der parakristallinen Membrankonfiguration in den Etioplasten
assoziiert, wie die Rekristallisation des Prolamellarkdérpers und
Resynthese von Protochlorophyll(ld) in Dunkelheit zeigt (HENNING-
SEN und: BOYNTON | 1970) fAndererselts 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
bildét unter semianaeroben Bedingungen Protochlorophyll ohne
Anhdufung von Membranen mit Prolamellarkdrper-dhnlichem Aus-
sehen (DREWS et al. 1971).

- Dunkelkulturen von Euglena gracilis enthalten geschlossene,
lange Thylakoide und nichtkristalline ProlamellarkOrper 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 (P635 —> C672)’
ohne dafl der bei Angiospermen vorkommende SHIBATA-shift, d.h.
eine intermedidre Absorptionsform von C682’ auftritt (BUTLER
*und BRIGGS 1965).

- Nicht an Membranen gebundenes, isoliertes Protochlorophyllid-

Holochrom (P639) ist in Chlorophyllid-Holochrom (C678) photo-
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transformierbar (SCHOPFER und SIEGELMAN 1968, AKOYUNOGLOU
et al. 1972).

Es existieren Hinweise, dal das aktive P635 und P650 in rdum-
lich getrennten und in verschiedenen Membrananordnungen vor-
liegt. In einer kinetischen Untersuchung liber die Entwicklung
von Prolamellarkdrpern fanden KLEIN und SCHIFF (1972) an Phaseo-
lus vulgaris einen Zusammenhang im Vorkommen von P6SO’ kristal-
liner Membrankonfiguration und SHIBATA-shift. In alten Blédttern
von Phaseolus vulgaris, die Prolamellarkdrper mit typischer
parakristalliner Gitterstruktur enthalten, ist liberwiegend

P650 verbreitet, das via SHIBATA-shift Uber C683 in C672 photo-
transformiert wird. In jungen Bldttern, die noch keine Prolamellar-
korper, sondern nur deren Vorstunfen als perforierte, fléchig
angeordnete Membranen enthalten, dominiert P635’ das direkt -
wie bel Euglena - ohne SHIBATA-shift in Ce72 transformiert

wird.

Als Fazit dieser Untersuchungen widre denkbar, daf der Prolamel-
larkdrper in Angiospermen das phototransformierbare P635 und
P650 rdumlich getrennt enthidlt. Das P650 sollte dann an die
parakristallinen Membranen gebunden sein, wdhrend P635 in und
an den langen, von der Prolamellarkdrperperipherie ausgehenden

Membranen lokalisiert seiln sollte.

Durch Verdnderung 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 verzdgern, daB eine Korrelation von Veridnderungen der
Ultrastruktur - besonders die relativ schnelle Umwandlung des
Prolamellarkérpers - mit Einzelschritten der beginnenden Photo-

syntheseaktivitidt erleichtert wurde.

So scheint einerseits die Ausbildung der Primdrthylakoide mit
dem Beginn der PS I-Aktivit#dt verbunden zu sein (ARGYROUDI-
AKOYUNOGLOU et al. 1972, PHUNG NHU HUNG et al. 1970 a), widhrend
die Aktivitdt des PS II und ihrer gelelektrophoretisch nachweis-
baren, zum PS II gehO6renden Pigment-Proteinkomplexe, mit der

Bildung der Granathylakoide korreliert ist.
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Dieser Aspekt einer dimorphen Verteilung von PS I in den Primir-
thylakoiden, d.h. den spidteren Stromathylakoiden, und dem PS I
und PS II in den Granathylakoiden wdhrend 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-
haltige Partikel und -aktivitdten 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 Verhidltnisse liegen ebenfalls in den Chloroplasten der
Leitblindelscheide von Pflanzen des C4—dicarboxylséure—Weges vor
(KORTSCHAK et al. 1965, SLACK et al. 1969), deren Chloroplasten
keine Granathylakoide (LAETSCH 1971) und angeblich keine PS II-
Aktivitdten 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 ernidhrte Flagel-
laten dieser Art bendtigen das PS I und PS II zur photosynthe-
tischen COZ—Fixierung. In diesem Fall kommt es zur zusédtzlichen
Ausbildung von Grana (WIESSNER und AMELUNXEN 1969).

Die Entwicklung der Plastiden von Phaseolus vulgaris bei Anzucht
der Pflanzen im Dunkelrotlicht (8 Tage) fiihrt zu einer verzdger-
ten Chloroplastenentwicklung: sie sind photosynthetisch aktiv,
besitzen jedoch keine Grana (de GREEF et al. 1971). Zusdtzliche
Weifflichtgabe induziert die Granabildung (BUTLER et al. 1972).
Mdglicherweise weist die filir die Granabildung bendtigte konti-
nuierlich eingestrahlte hohe Lichtenergie (ERIKSSON et al. 1961)
darauf hin, dafl durch die Photophosphorylierung gebildetes ATP
fir die Ausbildung der Grana (stacking) nétig ist: CCCP (Carbo-
nylcyanid-m-Chlorophenylhydrazon) hemmt die Photophosphorylie-
rung und die Granabildung (BUTLER et al. 1972). Dabei werden
fibrilldre Strukturen gebildet, die offensichtlich mit der Grana-
bildung in Zusammenhang stehen. Ahnliche fibrilldre Stromakom-

ponenten kommen auch unter natlirlichen Entwicklungsbedingungen
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Tab. I

Synthese und Syntheseprodukte von Stroma- und Thylakoidkomponenten wdhrend der Ergriinung

etiolierter Primdrblitter der Gerste D)

Belichtungsdauer (Stunden)
0 2 4 6 8 1o 12

Chlorophyll 0.0 3.9 8.5 14.9 17.0 20.2 35.4 %
14C—Intermediérprodukte 2) 0.2 0.9 4.9 lo.0 15.8 23.0 40.6 %
Stromaproteine 3) 442 1370 6090
Membranproteine 3,4) 81 320 980
Fraktion I-Protein >) 126 536 524
Phosphoribulokinase

Phosphoribose-Isomerase 40500 53509 81266
RuDP-Carboxylase 6)

1)7 Tage etioliert, Belichtung Dauer-Weillicht, 5 kLux
2ot "co,

3)2 Stunden Photosynthese in CO2
4)SDS—Harnstoff—Extraktion, pH 4.2

Photosynthese in
14

5)Trennung nach Kannangara (1969)
6)Testansatz nach Steer et al. (1966)
3—6)Imp/mg Protein
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in den Plastiden vor und wurden fiir H. vulgare in Zusammenhang
mit der Granaausbildung gebracht (SPREY 1968).

Die folgende Untersuchung befallit sich mit dem Vorkommen und der
Verbreitung von zwei Stromabestandteilen der Plastiden von H.
vulgare, die grofenordnungsmdBig verschieden sind und offen-
sichtlich sequentiell an der Bildung von Primdrthylakoiden und
Granathylakoiden beteiligt sind. Ihr Vorkommen wurde mit weiteren
funktionellen,lichtinduzierten Veridnderungen widhrend der Chloro-

plastengenese korreliert.

Belichtung 7 Tage alter,dunkelgekeimter Primidrbldtter von H.
vulgare induziert Synthesen und Aktivitdtsidnderungen von puffer-
16slichen und membrangebundenen Proteinen sowie von Membran-
lipiden. Summarisch ist ein Teil der lichtinduzierten Synthesen
in Tabelle I zusammengestellt. So verliduft die Plastidenent-
wicklung unter Lichteinfluf z.B. mit einer Nettosynthese des
plastidenspezifischen Faction I-Proteins und einer Aktivitdts-

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

Die Aktivitdten der am Umsatz von Ribulose-5-Phosphat in Phos-
phoglycerinsdure beteiligten Enzyme Phosphoribulokinase, Phos-
phoriboisomerase und RuDP-carboxylase ist widhrend einzelner
Phasen der Chlorophyllsynthese erhéht (Tab. I, Kap. V).

Die Chlorophyllsynthese und die photosynthetische COZ—Assimi—
lation treten nach zweistindiger 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 Intermedidrprodukte
des reduktiven Pentosephosphatweges ist komplett ausgebildet
(Tab. IV). Plastiden dieses Entwicklungsstadiums enthalten wenige
Reste des ProlamellarkSrpers und lberwiegend 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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(1), Protochlorophyllid (2), Chlorophyll b (3), Chloro-
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Bldttern nach verschiedenen Belichtungszeiten. Die dunkle
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wertet (unten)
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proteine synthetisiert (Kap. IV, VII). Die Gesamtmenge extra-
hierbarer, 14C—markierter Photosyntheseprodukte ist in der log-
Phase der Chlorophyllsynthese wesentlich erhdht (Tab. I).

Dinnschichtchromatographische 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 ausgepridgte Protochlorophyll-
bande mit geringer Fluoreszenz (Abb. 2). Nach 5 Minuten Dauer-
belichtung ist das gesamte Protochlorophyllid photokonvertiert,
wihrend das Protochlorophyll noch vorhanden ist. Die Pigmente
etiolierter bzw. belichteter Blédtter zeigen in diesem Zeitraum
nach Atherextraktion eine Verschiebung der Absorptionsmaxima

von 626 nm nach 663 nm.

Nach 30 Minuten Belichtung ist das phytilierte Protochlorophyll
dc-chromatographisch nicht mehr nachweisbar: mdéglicherweise als
Folge von photooxydativer Zerstdrung 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 vierstiindiger Belichtung diinnschichtchromatographisch nach-
gewiesen werden. Beide Pigmente nehmen danach mit zunehmender

Belichtungsdauer rasch zu (Tab. I).

Die qualitative und quantitative Anderung der Zusammensetzung
griner Pigmente und Pigmentvorstufen wurde mit den Verdnderungen

der Membrananordnung in den Plastiden korreliert.

Glutaraldehyd-Osmium fixierte Blattstiickchen aus 7 Tage alten
Dunkelkulturen von H. vulgare besitzen Etioplasten mit Pro-
lamellarkérpern 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 bestdtigt die Vorstellung von der hexa-
gonalen Grundstruktur dieser protochlorophyllidhaltigen Mem-
branen (Abb. 3).



a Abb. 3: Etioplast aus H. vulgare mit parakristalliner Membran-
» anordnung (Prolamellark&rper). Die optische Diffraktion
(unterer Ausschnitt) der Prolamellarkdrper (oberer Ein-

satz) zeigt ein hexagonal angeordnetes Grundmuster
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Eine Belichtungsdauer von 5 Minuten bewirkt die v&llige Photo-
konversion des Protochlorophyllids. Alle in diesem Zeitraum
untersuchten Plastiden haben jedoch noch das parakristalline
Membranmuster ihrer Prolamellarkérper. Die Protochlorophyllid-
reduktion erfolgt also schneller als die Verdnderungen im

Kristallgitter der Prolamellarkérper (Abb. 4).

Nach 30 Minuten Belichtungsdauer, wenn weder Protochlorophyllid
noch Protochlorophyll in den Diinnschichtchromatogrammen fluoro-
metrisch nachweisbar sind, tritt eine Verdnderung der Membran-
anordnung der Prolamellarkdrper auf. Sie verlieren ihre regel-
mdfRige hexagonale Anordnung. An der Peripherie der Prolamellar-
kérper treten die ersten perforierten Thylakoide auf. Diese
stehen in direktem Zusammenhang mit dem Prolamellarkdrper. In
der Ubergangszone von Prolamellarkérper und perforierten Mem-
branen ist die Identitdt von Membranperforationen der Primidr-
thylakoide und den Interstitialrdumen des Prolamellarkdrpers
erkennbar (Abb. 5, 6). Im Gegensatz zu den aus Prolamellarkérper-
Membranen gebildeten, perforierten Primdrthylakoiden kdnnen die
bereits in den Etioplasten vorhandenen langen Thylakoide, die
von der Peripherie der Prolamellark®drper ausgehen, durch ihre

in sich geschlossenen Membranen von diesen unterschieden werden.

Mit ldngerer Belichtungsdauer (1,2 Stunden) werden die unregel-
mdRigen Prolamellarkdrperreste substantiell in perforierte Grana-
thylakoide umgewandelt (Abb. 6). In diesen Entwicklungsstadien
148t sich nur Chlorophyll a dc-chromatographisch nachweisen.

Nach vierstindiger Belichtung liegen die Thylakoide iliberwiegend
als in sich geschlossene Membranen vor. In seltenen Fdllen tre-
ten perforierte Thylakoide auf, die noch mit Resten unregelméfig
angeordneter Prolamellarkdrper 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 Uberschiebungen der ge-
schlossenen Primdrthylakoide, die auf den Beginn der Granathyla-
koidbildung hinweisen, lassen sich ultrastrukturell allerdings
hdufig nachweisen. Plastiden dieses Differenzierungsstadiums

konnen betrdchtliche photosynthetische COZ-Assimilation besitzen,



Membrananordnung in Plastiden der Primdrblidtter 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 14COZ—Einbaurate in die 16s-
liche Gesamtfraktion - in bezug auf die Kontrollen - ist das

14

qualitative Muster der C-markierten Intermedifdrprodukte

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) stéﬁdig steigt (Abb. 8, 9). Die Grananeubildung, die
Rate der Chlorophyllsynthese und der COZ—Assimilation verlaufen
in diesem Zeitraum in etwa parallel (Abb. 10, Tab. I).

Diese Resultate stimmen, was die strukturellen Veridnderungen

der Membranen wihrend der Chloroplastengenese betrifft, weit-
gehend mit den Ergebnissen von MUHLETHALER und FREY-WYSSLING
(1959), EILAM und KLEIN 1962, ERIKSSON et al. 1961, GUNNING und
JAGOE 1967, STETLER und LAETSCH 1969, WEYER et al. 1970) Uberein.
Unterschiede in der Beurtéilung des Erscheinungsbildes der per-
forierten Primdrthylakoide und der Anordnung und Verschmelzung
zu Vesikeln scheinen dabei fixationsbedingt (KMnO4 gegeniliber
Glutaraldehyd—0504) und/oder eine Frage der, von den verschie-
denen Arbeitsgruppen verwendeten unterschiedlichen Lichtinten-

sitdten fir die Versuchsanstellung zu sein.

Dafl die Uberwiegend Chlorophyll a-haltigen Plastiden mit Primdr-
thylakoiden bereits photosynthetisch CO2 assimilieren koOnnen,
wird durch die Untersuchungen von ARGYROUDI-AKOYUNOGLOU und Mit-
arbeitern 1972, PHUNG NHU HUNG und Mitarbeitern 1970 b und REMY
1973 bestdtigt. Danach ist das PS I in den Primdrthylakoiden

bereits photochemisch aktiv.

Wiahrend der lichtinduzierten Chloroplastengenese aus Etioplasten
in H. vulgare treten zu unterschiedlichen Entwicklungsstadien
zwei fibrilldre Stromakomponenten unterschiedlicher GroRe nach
Glutaraldehyd-Osmium-Fixierung in Erscheinung. Der erste Typ
fibrilldrer Blindel zeigt im Lingsschnitt eine deutliche Perio-
dizitdt elektronentransparenter und elektronenstreuender Zonen
(Abb. 11-13). Die Zahl der elektronenstreuenden Zonen schwankt

in den Lidngsschnitten zwischen 6 - 10. Die Dicke der elektronen-



Granathylakoidbildung in ergriinenden Plastiden von
H. vulgare nach 8 Stunden Belichtung. Einige Granathyla-

koide sind 'offen' und scheinen Kontakt mit den fibrilli-
ren Blindeln des Stromas zu haben



-

Granathylakoidbildung in Plastiden widhrend der
log-Phase der Chlorophyllsynthese (Belichtungsdauer
12 Stunden)
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streuenden Einzelfibrillen betrdgt 90 - 110 R. Die elektronen-
transparente Zwischenzone ist 165 R breit. Die Linge der fi-
brilldren Blindel variiert von O,1 - Z/Jm. Grélenordnungsmidfig
sind die MaBle der Einzelfibrillen und des Gesamtbiindels mit
dem von GUNNING (1965) beschriebenen Stromazentrum identisch.
Das in Avena-Etioplasten auftretende Stromazentrum ist als
kugeliges Bundelaggregat ausgepridgt, in Hordeum-Etioplasten
dagegen als linear angeordnetes Biindel verbreitet (GUNNING et

al. 1968).

Das Vorkommen dieses Typs von fibrilldren Blindeln ist im wesent-

lichen auf Etioplasten und auf die Differenzierungsstadien der

250 250

N
a
=]

. . i | Belichtung 12 Stund
150 Belichtung 2 Stunden 150 | [ Belichtung 8 Stunden 150 elichtung unden

IYyezueplosejAy |

50 50 |

05 1.0 5.0
Lénge um

Abb. 10: Granathylakoidneubildung in Plastiden der Primir-
bldtter von H. vulgare nach unterschiedlicher

Belichtungsdauer

Plastiden in der lag-Phase der Chlorophyllsynthese beschridnkt
Tab. II). Widhrend der lichtinduzierten Umformung der Membranen
des Prolamellarkd8rpers treten sie bevorzugt an der Peripherie
der Prolamellarkdrper auf. Es ist mdéglich, daB sie direkt oder

indirekt am Prozefl 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

Primdrthylakoide nachweisbar. Die Schichtebenen sind parallel



Abb. 11: Fibrill#dre Blindel im Plastidenstroma von H. vulgare.
Der (Rest-)Prolamellarkérper hat seinen kristallinen
Aufbau verloren. Die Fibrillen befinden sich an der
(Rest-)Prolamellark6rper-Peripherie auf den meist
tangential angeschnittenen perforierten Primdrthyla-
koiden



Abb.

12:

Lingsschnitt durch ein fibrilldres Biindel (Typ I) im
Stroma einer Plastide von H. vulgare (Belichtungsdauer
2 Stunden). Die Fibrillen scheinen Kontakt mit dem
(Rest-)Prolamellarkdrper zu haben



Abb. 13: Fibrillédre Blindel wdhrend der lag-Phase der Chloro-
phyllsynthese an der Peripherie des (Rest-)Prolamellar-
korpers
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zu den Primidrthylakoiden ausgerichtet.

Mit dem Beginn der log-Phase tritt eine weitere fibrillidre
Stromakomponente in Erscheinung. Sie ist in dieser Form widhrend
der Bildung der Primidrthylakoide nicht nachweisbar. Ihre Existen:z
f411t mit dem Auftreten erster Vorstufen von Granathylakoiden
und von Granastapeln zu Anfang und wdhrend 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 0504-
kontrastierbaren, zentralen, offenen RS6hren aufgebaut (Abb.

15, 17). Ein Biindel setzt sich aus einer variablen Zahl von
Einzelstrdngen (20 - 60) zusammen. Im Querschnitt besteht ein
Einzelstrang aus einem elektronendichten, r8hrenfdrmigen Zentral-
stick (@ 110 R), das ein elektronentransparentes Lumen (@ 30 R)
umgibt und von einer durch OsO4 nicht kontrastierbaren peri-
pheren Hiille umgeben ist (Wandstidrke 35 X). Die Einzelstridnge
sind im Bindel in hexagonal dichtester Packung gelagert und
haben im Querschnitt kristallinen Bau (Abb. 15). Die optische
Diffraktion von elektronenmikroskopischen Mikrographien der
quergeschnittenen Biindel bestdtigt den Aufbau aus Einzelfibril-
len mit hexagonal dichtester Lagerung (Abb. 15). Die Lidnge der
fibrilldren Blindel ist variabel. Es wurden Lingen von O,S}lm

bis zu einigen /um gefunden.

In einer frither verdffentlichten Arbeit hatten wir auf die mdg-
liche Beteiligung dieses Typs an der de novo-Bildung der Grana
hingewiesen (SPREY 1968). Flir diese Annahme sprechen:

- der direkte Kontakt der elektronendichten Zentralstilicke der
Einzelfibrillen mit den offenen, kurzen Granathylakoiden zu
Beginn und wdhrend der lag-Phase der Chlorophyllsynthese
(Abb. 8, 16). In diesem Zusammenhang sollte darauf hingewiesen
werden, dal Plastiden dieser Entwicklungsstadien nur nach
Glutaraldehyd—OsO4—Fixierung an den Peripherien ihrer Thyla-
koide hdufig offen sind (Abb. 8). Das bedeutet, dal ein Kon-

takt der beiden offenen Systeme mdglich ist;

- ihr Auftreten widhrend der log-Phase der Chlorophyllsynthese
(Tab. II).



Fibrilldre Blindel (Typ I) im Plastidenstroma von H.
vulgare widhrend der lag-Phase der Chlorophyllsynthese
(Belichtungsdauer: 1 Stunde). Der (Rest-)Prolamellar-
kdrper hat seinen kristallinen Aufbau verloren. Die
Schichtebenen der Fibrillen verlaufen parallel zu den
Primdrthylakoiden



Abb.

15:
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Aufbau, GréBe, Anordnung und Modell der fibrilldren
Stromakomponente (TypII). Die optische Transformation

der elektronenmikroskopischen Aufnahme des Bilindelquer-
schnitts (oben) verdeutlicht die hexagonale Anordnung

der rohrenférmigen Zentralstilicke. In den Densitogrammen
durch die Schichtebenen ist der regelmdBige Aufbau der
Einzelfibrillen (kontrastarme Peripherie; rS6hrenfdrmiges,
elektronenstreuendes Mittelstiick, transparentes Lumen)

zu erkennen



wr S0

Abb. 16, 17: Fibrilldre Blindel (Typ II) im Plastidenstroma
(log-Phase der Chlorophyllsynthese) im Lidngsschnitt
(links) und Querschnitt (rechts). Die Fibrillen
haben Kontakt mit den Thylakoiden widhrend der
Granathylakoidbildung. Der r8hrenfdrmige Aufbau
der Einzelfibrillen 1st im Querschnitt erkennbar
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Tab. II

Membranbildungsprozesse und Vorkommen fibrilldrer Strukturen im System Etioplast —— Chloroplast

Prolamellarkdrpertransformation Fibrillen @

Belic?ggg.gidauer Chl. 14C-Ass. trans‘f‘gl;}r?lztion” ;ers)i;iZl" ' th)SrchglzrcI)ligle Granabildung | 110 R 180 R
0 0.0 0.2 - - - - - - (+) - - - + +
30! 0.0 0.2 + + + - + + + - - - + o+ +
1 0.1 0.3 + + + + + o+ - - - + 4+ o+ +
2 3.9 0.9 + + o+ - - (#) + ® +
4 8.5 4.9 (+) + 4 - - + + o+
6 14.9 10.0 + 4+ + + + + o+
8 17.0 15.8 + o+ + + + + +
10 20.2 23.0 + 4+ + + + +
12 35.5 40.0 + o+ + + + (+)
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Umn zu zeigen, ob beide Blindeltypen 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, da in den Aufsichten eindeutig die lineare
Anordnung dieser réhrenfdrmigen Strukturen nachweisbar war.
Beide in den Ultradiinnschnitten nachgewiesenen Bilindeltypen
lieflen sich auch nach dieser Methode grofenordnungsmifiig
unterscheiden (Abb. 18, 19). Es liegt nahe - aufgrund der
Prdparationsmethode - anzunehmen, daff die Fibrillen mit den
Thylakoiden zumindest oberfldchlich assoziiert sein milssen.
Andererseits widre auch denkbar, dafl sie integrierte Bestand-

teile der Thylakoidmembran selbst sind.

Unter den Bedingungen der Kegelbedampfung unter flachen Winkeln
(60) kann die aufgedampfte, elektronenstreuende Pt-C-Schicht
nur auf den Kuppen der parallel verlaufenden Strédnge abgelagert
werden. Der Mittelpunktsabstand zweier benachbarter Fibrillen
betrdgt 320 R. Der um den Faktor 2 gegeniiber den Verhdltnissen
in Ultradinnschnitten vergrOBerte Mittelpunktsabstand kann durch
die Pridparationsbedingungen beim Spreiten sowie beim Antrocknen
der Membranen auf Formvar-Tridgerfolien artefiziell bedingt sein.
Andererseits widre denkbar, daff diese Mittelpunktsabstédnde den
Verhdltnissen in vivo entsprechen. In diesem Fall miiite ein
Mischtyp von verschmolzenen, abgeflachten Tubuli und von Mem-
branen vorliegen, wie er von WELLBURN und WELLBURN (1972) fir

Avena beschrieben worden ist.

Diese Ergebnisse zeigen, daR wdhrend der Thylakoidgenese zwei
fibrilldre Strukturkomponenten des Stromas von unterschiedlicher
GréBe an der Entwicklung der Thylakoide beteiligt sind. Wahr-
scheinlich wird der kleinere Fibrillentyp (® 90 - 110 R) in die
Stromathylakoide eingebaut, widhrend die grdferen Fibrillen

(¢ 180 R) in die Granathylakoide integriert werden.

Eine ausfiihrliche Diskussion der Ergebnisse unter besonderer

Berilicksichtigung der von WELLBURN und WELLBURN (1972) gefundenen
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Abb. 18: Thylakoidmembranen aus isolierten Plastiden wdhrend 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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Thylakoidmembranen aus isolierten Plastiden in der

log-Phase der Chloro
Abb. 18

phyllsynthese. Prdparation vgl.
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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,
dafl beide Fibrillentypen in den Plastiden von H. vulgare unter
natlrlichen Entwicklungsbedingungen auftreten. Eine klinstliche
Induktion fibrilldrer Plastideneinschliisse, 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 auszuschlieflen.

Dariliber hinaus wird an anderer Stelle auf die durch Gefrier-
dtzung 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 (MUHLETHALER 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).



Abb.

Gefrierdtzabdriicke von Membranoberflidchen 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) prédpariert
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IV. Membranproteine und Chloroplastenentwicklung

Die Frage, ob und inwieweit die Photokonversion des inneren
Membransystems der Etioplasten wdhrend der Chloroplastenent-
wicklung mit einer qualitativen oder quantitativen Veridnderung
der Membranproteine korreliert ist, bleibt z.Z. aufgrund der
aus der Literatur bekannten Ergebnisse noch offen. Es scheint
plausibel, daB die lichtinduzierte Bildung von Primdrthylakoi-
den in der lag-Phase der Chlorophyllsynthese keine Neusynthese,
sondern eine Umorientierung der kristallin angeordneten Membran-
systeme der Prolamellarkdrper .ist. Die von GUNNING und JAGOE
(1967) berechneten, weitgehend identischen Membranoberflichen
der Prolamellarkdrper und Primdrthylakoide, sowie die von REMY
(1973) durchgefithrten Untersuchungen des Proteinmusters der
Thylakoidmembranen aus den entsprechenden Differenzierungs-

stadien stiitzen 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 Verdnderung einzelner Mem-
branproteine stattfinden (REMY 1973, REMY et al. 1972, PHUNG

NHU HUNG et al. 1971). Alternativ zu diesen Ergebnissen wire
denkbar, dall qualitative und quantitative Unterschiede im Spek-
trum der Membranproteine aus Etioplasten und Chloroplasten vor-
handen sind. So findet LURSSEN (1971) in einer vergleichenden
gelelektrophoretischen Untersuchung der Membranproteine von
Etioplasten, ergriinenden 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 widersprlichlichen Ergebnisse von der Prdexistenz der Membran-
proteine in Etioplasten und/oder die de novo-Synthese von Mem-
branproteinen wdhrend der Chloroplastengenese diirfte sich vor-
wiegend durch Verwendung unterschiedlicher Extraktionspuffer,
verschiedener Gelsysteme und erst sekunddr durch artspezifische
Unterschiede erkldren lassen. So finden BRAUNITZER und BAUER-STAB
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(1969) in einer phylogenetischen Studie der Thylakoidproteine

aus Grlinalgen (Chlorella) und h6heren 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
héherer Pflanzen, die sich jedoch von dem Proteinmuster der
Lamellarproteine aus Prokaryonten (Oscillatoria und Rhodopseu-

domonas) unterscheiden.

Gebrduchliche Extraktionsmethoden und Gelsysteme zur Charakte-
risierung wasserunldslicher Membranproteine von Thylakoiden
verwenden den Zusatz des anionischen Detergenz Natriumdodecyl-
sulfat (SDS) bzw. Na-Benzol-Dodecylsulfonat (SDBS), das von
SMITH und PICKELS (1941) zur L6sung unl8slicher Chloroplasten-
bestandteile erstmals gebraucht wurde. Lipidfreies, SDS-geldstes
Thylakoidprotein hat Sedimentationskoeffizienten von 2 - 5,5 S
(BIGGINS und PARK 1965). SDS- oder SDBS-geldstes Membranprotein .
ergibt in neutralen Gelsystemen 10 - 17 Proteinbanden (REMY
1973, MENKE und SCHOLZEL 1971, MACHOLD 1971, LURSSEN 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 SCHOLZEL (1971) bestimmten aufgrund dieses Verhdlt-
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), wdhrend der Rest als freies Pigment vor-
liegt. Die Chlorophyll-Protein-Komplexe fehlen im Spektrum der
Membranproteine aus Etioplasten (LURSSEN 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, hdufig verwendetes LOsungsmittel von Membran-
proteinen sind Phenol-Ameisenséure—HZO—haltige Solventien,

die Membranproteine aus Chloroplasten (BRAUNITZER und BAUER
1967), aus Mitochondrien (SEBALD et al. 1968) und aus Erythro-
cyten (DEMUS und MEHL 1970) 1&sen. In Phenol—Ameisenséure—HZO—
haltigen Flachgelen aus Polyacrylamid tritt bei der Trennung

von Membranproteinen aus Chloroplasten eine schnell wandernde,
blaugriine Bande und eine gelbliche Bande mit geringer elektro-
phoretischer Mobilitdt auf: beide reagieren nicht mit Amido-
schwarz. Zwischen diesen Pigmentbanden befinden sich im Falle
der Eucaryonten drei von BRAUNITZER und BAUER-STAB (1969) als

« ,/3 und ¢ -Banden bezeichnete Proteine. Fir Prokaryonten
(Oscillatoria, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas) scheint das
Muster der gelelektrophoretisch getrennten Proteine weniger
einheitlich zu sein (BRAUNITZER und BAUER-STAB 1969, BIEDERMANN
und DREWS 1968). Bei dem niedrigen pH-Wert des 'Phenolsystems'
wird angenommen, daf Ladungsunterschiede ausgeglichen werden

und dafl die Trennung in Polyacrylamidgelen eher auf Molekular-
siebeffekten als auf unterschiedlichen Ladungsverhdltnissen be-
ruht (vgl. DEMUS und MEHL 1970, THORUN 1971). BIEDERMANN und
DREWS schitzen das Molekulargewicht der mit Phenol extrahierten
Membranproteine von Rhodospirillum auf 1 - 3 x 105 Daltons.

Im folgenden wird die gelelektrophoretische Trennung von Membran-
proteinen aus Etioplasten, ergriinenden Plastiden und Chloro-
plasten in zwei aufeinanderfolgenden Schritten beschrieben. Zu-
erst wurden die gereinigten Thylakoide mit 8 M Harnstoff geldst,
Harnstoff-unldsliche 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

nachzuweilsen.

Experimentell wurde dabei so verfahren, daB 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 Uberstand gewonnen

wurde. Der Uberstand wurde auf das Vorkommen 18slicher Proteine
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Uberpriift (LOWRY et al. 1951). Das Sediment wurde in 8 M
Harnstoff und der unlésliche Rickstand nach Waschen und
Zentrifugieren in dest. HZO in Phenol—Ameisenséure-HZO geldst.
Anstelle der komplizierten Flachdiscelektrophorese in horizon-

taler Ebene verwendeten wir ein einfacheres Verfahren.

Dazu wurden die Polyacrylamidgele in TrennrShrchen (@ 5 mm)

wie Ublich polymerisiert, nach der Polymerisation aus den
Trennrohrchen entfernt und 24 Stunden im Phenol-Ameisensdure-
H,0-System (2:1:1, w/v/v) dquilibriert. Die leicht gequollenen
Gele wurden dann mit Unterdruck in Trennr8hrchen aus Glas

(@ 6 mm) mit Hilfe eines Peleus-Balles gezogen und basal mit
Dialysiermembran lberzogen. Die Elektrodenpufferriume enthiel-
ten 10%ige Ameisensdure. Die Elektrophorese verlief vertikal in
einer WIW-Trennapparatur (4 mA/Gel, 12 Stunden, 4OC). Die An-
fdrbung der Proteine erfolgte in 1%igem Amidoschwarz 10 B in
7,5%iger Essigsdure. Zur Auswertung der Elektropherogramme

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

im Falle der ungefidrbten 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
(Combithek,Cytochrom ¢ 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).

Primdrbldtter 7 Tage alter, etiolierter Gerste (var. 'Bido)
wurde oberhalb der Coleoptile bei schwachem Grlinlicht abgeschnit-
ten und in 3 Proben im Gewichtsverhdltnis 6:4:1 aufgeteilt und
anschlieflend 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 Stilicke) wurde mit der doppelten
Gewichtsmenge an O,1 M Phosphatpuffer (pH 7.2), der 0,5 M
Saccharose und 0.01 M. Mercaptodthanol 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

Pridparationsschnitte 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, lieflen
sich nach Amidoschwarz-Anfdrbung 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 1 - 3 und 5 - 10 sowie 13 auf. Die in der Dunkel-
kontrolle und in den ergrinenden Etioplasten nach Amidoschwarz-
Firbung nur schwach ausgeprigte Bande 4 liell sich nicht in der
Trennung der Membranproteine aus Chloroplasten nachweisen. Ob
es sich um ein flir Etioplasten und filir ergrliinende 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
zusidtzlicher, schwach ausgepriigter Peaks (Banden 14 und 15) mit
dem Vorkommen weiterer Proteine widhrend der Chloroplastenent-
wicklung erklirt werden kann. Weiter lieBen sich bei der gel-
elektrophoretischen Trennung der Membranproteine aus Chloro-
plasten die Banden 11 und 12 auch optisch sicher nachweisen,
widhrend dies nach den Trennungen der Etioplasten-Proteine und
der Proteine aus ergrinenden Etioplasten nicht der Fall war.
Weiterhin ist auch die deutliche Verstidrkung der Bande 10 in
der fir 12 Stunden belichteten Probe zu beachten, die auf eine

vermehrte Synthese dieses Proteins hinweisen kann.

Wihrend sich die relativen Konzentrationen der einzelnen Protein-
banden bei den pufferldslichen, gesamten Proteinen aus Blédttern
mit verschiedenen Differenzierungsstadien der Plastiden nur
wenig dnderten, konnten beil 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 Verdnderung der quantitativen Zusammensetzung der
membranassoziierten. Proteine in den verschiedenen Differenzie-
rungsstadien geschlossen werden. Moglicherweise sind auch quali-

tative Verdnderungen des Proteinspektrums vorhanden, doch lieflen
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sich diese mit optischen Nachweismethoden nicht eindeutig

identifizieren.

Dieses Ergebnis bestdtigt im wesentlichen das von REMY (1973)
gefundene Resultat. Danach existieren im Muster der Protein-
banden der Elektropherogramme von Polypeptiden aus Etioplasten,
ergrinenden Plastiden und Chloroplasten keine qualitativen,
sondern nur quantitative Unterschiede. Mit Beginn der linearen
Phase der Chlorophyllsynthese setzt eine starke Nettozunahme
der liberwiegend 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 1) aufgefaflit wird (PHUNG
NHU HUNG et al. 1971, REMY 1972). Intermittierende Blitzlicht-
gabe, die den Prolamellarkdrper in Primdrthylakoide umwandelt,
ohne eine Granathylakoidbildung zu induzieren (SIRONVAL et al.
196.8), und die selektiv die Synthese von Chlorophyll a bewirkt,
ist mit einer Zunahme des, dem PS I zugerechneten, Pigment-
Proteinkomplexes verbunden, der pridparativ an Hydroxylapatit-
Sdulen 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 Uber-
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, daB Blitzlicht-gepulste, ergriinende Plastiden nur
Chlorophyll a-reiche Proteinkomplexe des PS I besitzen (ARGYROUDI-
AKOYUNOGLOU et al. 1972), wdhrend die Nettozunahme des zum PS II
gehorenden Chlorophyll-Proteinkomplexes spdter parallel zur
Granathylakoidausbildung verl&duft (REMY 1973).

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

Plastiden mit Primdrthylakoiden nur die cyclische Phosphorylie-
rung vorliegt. Das 148t vermuten, dafl nur das PS I funktioniert
und das PS II noch nicht oder in einer méglicherweise inaktiven
Form vorliegt. Diesen zeitlich aufeinanderfolgenden Aktivitdten

des PS I und PS II entspricht die rdumliche 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 PS I-
haltige Partikel sind liberwiegend 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, daB Granathylakoide
flir die PS IT-Aktivitdt notwendig sind.

Granalose Chloroplasten der Blindelscheiden von C4-Pflanzen sollen
keine PS II-Einheiten und kein PS II-Fluoreszenz-Signal enthalten
(WOO et al. 1970). Ergriinende Plastiden von Pisum oder Hordeum,
die keine oder nur wenige Granathylakoide besitzen (BOARDMAN et
al. 1971, GYLDENHOLM und WHATLEY 1967) haben nur PS I-Aktivitét.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Membranoberflidchen
aus Etioplasten zeigen nur 60 - 120 X grole Partikel (PHUNG NHU .
HUNG et al. 1970), die nach ARNTZEN, DILLEY und CRANE (1969)

mit dem PS I assoziiert sind. In Gefrieridtzabdriicken aus Plasti-
‘den in der Phase der Granathylakoidausbildung treten zusdtzlich
120 - 170 R Partikel auf (PHUNG NHU HUNG et al. 1970), die nach
Ansicht von CRANE PS II-Aktivitdt enthalten. Der von uns an er-
grinenden Hordeum-Plastiden durchgefithrte Nachweis zweier fibril-
ldrer Stromakomponenten (vgl. Kap. I), die mit den Membranbil-
dungsprozessen in Zusammenhang stehen, kdnnte analog interpre-

tiert werden.

Die Beispiele der Granaausbildung als Pridrequisit der PS II-
Aktivitdt scheinen nur in den Fdllen relevant, bei denen in aus-
differenzierten Chloroplasten simultan Grana- und Stromathyla-
koide vorliegen. In Pflanzen mit ausschlieBlicher Verbreitung

von Stromathylakoiden (z.B. die Rhodophycee Porphyridium cruentum)
sind PS I- und PS II-Aktivitdten in den Stromathylakoiden vor-
handen (SMILLIE et al. 1972). Granathylakoidfreie Blindelscheiden-
Chloroplasten von Zea mays zeigen ebenfalls PS II-Aktivitit,
jedoch werden hthere Lichtintensitdten fiir die maximale Rate

der PS II-Aktivitdt bendtigt (SMILLIE et al. 1972).
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Die Unterschiede in der Verteilung und der Aktivitdt der PS I-
und PS II-haltigen Partikel in den Thylakoiden kOnnen dreifach
interpretiert werden. Nach PARK und Mitarbeitern ist vornehm-
lich das PS I ein Bestandteil der Stromathylakoide, wdhrend in
den Granathylakoiden PS I- und PS II-haltige Partikel vorhanden
sind (GOODCHILD und PARK 1970).

Nach der von CRANE entwickelten Vorstellung erfolgt nach Digi-
tonin-Behandlung und durch Gefrierdtzung eine Auftrennung der
PS I- und PS II-haltigen Komponenten bzw. der Bruchhdlften
longitudinal, entlang der inneren Oberflidche der bindr aufge-
bauten Thylakoidmembran (ARNTZEN et al. 1969).

GOODENOUGH und STAEHELIN (1971) stellen den Zusammenhang unter-
schiedlicher PartikelgrdfBen in den Gefrierdtzabdriicken 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-Aktivititen
unabhdngig, ob die Thylakoide in '"stacked'" oder "unstacked"-Form
vorliegen. Die Zahl der 160 K—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 Grofe der Partikel gegenlber dem Wildtyp festzustellen
(SCHWELITZ et al. 1972).

Dennoch ist der von GOODENOUGH gezogene SchluB, daB ein Ausfall
oder ein genetischer Block des Elektronentransportes im PS I
oder PS II gleichzeitig auch den Ausfall der PS I- und PS II-
haltigen Partikel bedingen muf, kein Argument gegen die Zuord-
nung von Form und Funktion dieser Partikel. Denn das Fehlen
einer bestimmten Funktion im PS I und PS II muff nicht unbedingt
strukturell zu einem Ausfall der betreffenden PS I- bzw. PS II-

haltigen Partikel filhren.

Nach Losung des Harnstoff-unl®slichen Thylakoidriickstandes im
Phenolsystem nach BRAUNITZER und BAUER-STAB (1968) und Trennung
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der Proteine mit Hilfe der Gelelektrophorese ergeben sich
fiir Etioplasten und ergriinende Plastiden (12-stlindige Belich-

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

4
i

Abb. 23: Elektropherogramm von Membranproteinen aus Etioplasten
von H. vulgare in 7,5% Polyacrylamid nach Aquilibrie-
rung der Gele in Phenol-Ameisensdure-H,0 (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 ergriinenden Plastiden® durch vergleichende

Gelelektrophorese

Fraktion'™ 1 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, Weifllicht

Mittelwerte aus 30 Disk-elektrophoretischen Trennungen im
Phenol-Ameisensduren-H,0-System (2:1:1), M.W. Bestimmung
mit Referenzproteinen von bekanntem Molekulargewicht
(Combithek II Eichproteine, Fa. Boehringer)

++
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Das Muéter gelelektrophoretisch (in zwei verschiedenen Gel-
systemen) getrennter Membranproteine aus Etioplasten und er-
grinenden Plastiden ist qualitativ weitgehend identisch.
Wihrend 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 Prdexistenz der Chloroplastenmembranproteine in den Etio-
plastenmembranen hinweisen, bleibt zu tiberpriifen, inwieweit es
sich bei dem von HOOBER (1969), EYTAN und OHAD (1971), OHAD und
Mitarbeitern (1972) gefundenen L-Protein tatsidchlich um eine
de novo-Synthese oder nur um eine Nettozunahme dieses Membran-
proteins handelt. Der schliissige Beweis einer de novo-Synthese

18 und Trennung im Dichtegradien-

durch Dichtemarkierung mit H,0
ten (FILNER und WARNER 1967, ANSTINE et al. 1970) steht in diesem
Fall noch aus. Serologische Methoden - wie sie LURSSEN (1971)

zur Charakterisierung der Membranproteine von Plastiden aus Zea
mays verwendet - konnen weiterhelfen, noch offene Fragen liber

die Verbreitung l1l6slicher Proteine des Stromas als Membranpro-
teinvorstufen oder die de novo-Synthese von Membranproteinen

wdhrend der Chloroplastengenese zu klidren.
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V. Der reduktive Pentosephosphatweg und die Plastiden-

differenzierung

Die Untersuchungen iiber den Zusammenhang der Plastidendiffe-
renzierung auf der Ebene elektronenmikroskopisch nachweisbarer
Verdnderungen der Etioplasten durch Lichtinduktion und die
photosynthetische COZ—Assimilation, gemessen als 14C-Einbau

in die 16sliche Fraktion ergriinender Primirblattspitzen von

H. vulgare (in 14COZ—Atmosphére, Belichtungsdauer 10 Minuten,
35 kLux), wurden unter folgenden Fragestellungen durchgefiihrt:

- Wann und in welchen Plastidenentwicklungsstadien wird die
Dunkelcarboxylierung durch Atmung in den etiolierten Blédttern
von der photosynthetlschen CO ~Assimilation in ergriinenden

Plastiden abgelébst?

~ Inwiewelt sind die Aktivitdten einiger Enzyme des reduktiven
Pentosephosphatweges mit dem Differenzierungsgrad der Plastiden

korreliert?

TOLBERT und GAILEY (1955) finden in Triticum eine signifikante
Zunahme der CO -Fixierung zwei Stunden nach Beginn der lag-Phase
der Chlorophyllsynthese und weisen als erste e -markierte Pro-

14C-marklerte

dukte Malat, Asparagin- und Glutaminsdure nach.
Hexosephosphate treten vier Stunden nach Beginn der lag-Phase
auf. In etiolierten Hordeum-Blidttern werden im Dunkeln Malat,
Citrat/Isocitrat, Asparagin- und Glutaminsdure gebildet. Nach
ein- bis zweistlindiger Belichtungsdauer kdnnen bereits Hexose-
phosphate, Phosphoglycerinsdure und Saccharose nachgewiesen wer-

den (BIGGINS und PARK 1966).

14C-markierter Zwischenprodukte des reduktiven

Das Erscheinen
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 zweistiindiger Belichtung etiolierter Phaseo-
lus-Bldtter zeigt sich eine schwache Verdnderung der Fluores-
zenzausbeute nach Bestrahlung mit monochromatischem Licht (650
bzw. 710 nm, 800 erg/cmzsec); ein Hinweis, dafl PS I und PS II
funktionieren und ein erster Elektronentransport nach Ausbildung

des PS I und PS II vorhanden ist (BUTLER 1965).
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Die Dunkelcarboxylierung etiolierter Blédtter von H. vulgare
betrigt etwa 0,6% der Gesamteinbaurate der 1éslichen,14C—
markierten Fraktion. Infolge von Dunkelcarboxylierung lassen
sich autoradiographisch in den Papierchromatogrammen neben
14C—markiertem Malat die Aminosduren Asparagin- und Glutamin-
sdure nachweisen. 14C—markierte Phosphoglycerinsdure, Hexose-
mono- und -diphosphat sind in den Autoradiographien von Blatt-
extrakten etioplastenhaltiger,unbelichteter Primdrbléatter

nicht vorhanden (Tab. IV).

Nach zweistlindiger Belichtung - also noch wdhrend der lag-Phase

14C—markierte, gesamte Ein-

der Chlorophyllsynthese - ist die
baurate auf 2,4% erh6ht. Phosphoglycerinsdure, Citrat, Alanin,
Glycin, Serin und Saccharose sind in Spuren vorhanden (Abb. 24,
Tab. IV). Dinnschichtchromatographisch lassen sich erste Spuren
von Chlorophyll a durch ihre Fluoreszenz nachweisen. Alle Pla-
stiden der Primdrblidtter von H. vulgare verlieren zum Ende der
lag-Phase der Chlorophyllsynthese die kristalline Membrananord-
nung ihrer Prolamellarkdrper. An der Peripherie der (Rest-)Pro-
lamellarkOrper werden perforierte Thylakoide ausgebildet. Die
Perforationen in diesen Membranen sind identisch mit den Inter-
stitialrdumen der aufgeldsten ProlamellarkSrper. An der Membran-

transformation sind fibrillidre Blindel beteiligt (Abb. 11).

Nach vierstlindiger Belichtung - mit Abschlufl der lag-Phase und
dem Beginn der log-Phase der Chlorophyllsynthese - steigt der
Anteil der gesamten, durch Photosynthese 14C-markierten Produkte
auf 12%. Das Muster markierter Einzelprodukte der photosynthe-
tischen CO,-Assimilation ist - bis auf ™-Ketoglutarat - komplett.
Von den griinen Pigmenten k&nnen jetzt erste Spuren von Chloro-
phyll b dinnschichtchromatographisch nachgewiesen werden. Trotz
des Fehlens von Granathylakoiden in den Plastiden dieses Ent-
wicklungsstadiums kOnnen betrdchtliche Mengen von CO2 fixiert
werden. Die Ultrastruktur der Plastiden wird durch folgende
Strukturmerkmale gekennzeichnet: vereinzeltes Vorkommen von
Prolamellarkdrperresten mit wenigen perforierten Thylakoiden

und lUberwiegende Verbreitung von geschlossenen Primidrthylakoiden
(Abb. 7).
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Tab. IV

Lichtabhéingige Ergriinung etiolierter Primidrbldtter der Gerste und photosynthetischer 14COZ—Einbau

Belichtung Gesamt Sacch. .Ser Glu Asp Gly Ala Mal Citrat «-Keto TP" HD'Y HMP**' Pca
14
Std. C

0 0.6 - - 0.07 0.07 - - 0.1 - - - - - -
2 2.4 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.3 0.04 - - - - 0.1
4 12.2 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 13.1 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
12 100.0 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
A Hexosediphosphat

A Hexosemonophosphat
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Wiahrend der log-Phase der Chlorophyllsynthese (Belichtungs-

dauer 6 Stunden) betrdgt die photosynthetische COZ—Pixierung
ungefidhr 25% der Kontrollen. Als typisches Merkmal in der
Plastidenultrastruktur treten vereinzelte Granathylakoide, die
mit rohrenférmigen Fibrillen verbunden sein kdnnen, 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

erhdéht (Tab. IV, Abb. 24).

DaR Plastiden ohne Granathylakoide befdhigt sind, eine signi-
fikante COZ—Pixierung durchzuftihren, findet eine Parallele in
den Ergebnissen von AKOYUNOGLOU und ARGYROUDY-AKOYUNOGLOU (1972).
Mit Blitzlicht-Dunkel-Zyklen wurde in etiolierten Phaseolus vul-
garis-Blidttern selektiv die Plastidenentwicklung so beeinfluBlt,
daBl bei fehlender Granathylakoidausbildung tUberwiegend Chloro-
phyll a in den Pigment-Proteinkomplexen des PS I ausgebildet
wird. Der Malat/Hexosephosphat-Quotient ist in den mit Blitz-
1icht-'gepﬁlsten' Bldttern gegeniliber den normal griinen Bldttern
der im Dauerlicht gewachsenen Pflanzen (mit Plastiden, die PS I-
und PS II-Aktivitdten und Grana enthalten) erh6ht. Denkbar wire,
dafl,wie im Fall der mit kurzen Blitzlichtgaben behandelten
Plastiden mit fehlendem Chlorophyll-Proteinkomplex des PS II,
die CO,-Fixierung nach dem Modus des C4—dicarboxy1at—Zyk1us
verlduft, wdhrend fiir den Ablauf des Calvin-Zyklus beide Photo-
systeme vorliegen und aktiv sein miissen. Inwieweit dieser inte-
ressante von AKOYUNOGLOU vertretene Aspekt der zeitlichen Sequen:z
beider Typen der COZ—Pixierung, zuerst in Form des Slack-Hatch-
Zyklus und dann des Calvin-Zyklus, wdhrend der Ontogenese der
Chloroplasten vertreten ist, muBl durch weitere Untersuchungen
Uber die Aktivitdt der Kardinalenzyme PEP-carboxylase und RuDP-

14

carboxylase sowie Uber den Abbau des gebildeten C-Malats ge-

kldrt werden.

14C—Phospho-

glycerinsdure (nach 2 Stunden Belichtung) und von markierten

Um die Ursache flir das verzdgerte Auftreten von

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 erkldren, wurde der Umsatz von Ribose-5-Phosphat
(R 5-P) in Phosphoglycerinsdure (PGA) in Blidttern mit Plastiden
unterschiedlicher Differenzierung gemessen. Als Zwischenprodukte
werden dabei gebildet:i:Ribulose-5-Phosphat (RuP), Ribulose-1,5-
diphosphat (RuDP).

Die an der Enzymsequenz beteiligten Enzyme sind Phosphoriboiso-
merase (E.C. 5.3.1.6), Phosphoribulokinase (E.C. 2.7.1.19) und
Ribulosediphosphatcarboxylase (E.C. 4.1.1.39, RuDP-carboxylase-

Carboxydismutase):

—_— —_—
R 5-P RuP + ATP RuDP + CO2 —_— PGA

Da RuDP in Gegenwart von Phosphatpuffer inaktiviert wird
WEISSBACH et al. 1956), wurden die Bldtter in 0,1 M Tris-HC1l-
Puffer, pH 7.8 ,extrahiert. Das Homogenat wurde filtriert und
zentrifugiert (4°C, 32.500 Upm, 15' Ti 50-Rotor, Spinco L 50-
Zentrifuge; Fa. Beckman) und die Konzentration der pufferlds-
lichen Proteine des Uberstands nach LOWRY und Mitarbeitern (1951)
bestimmt. Zum Testansatz (0,5 ml) wurden 4}1M01 R 5-P, 8}1Mol
ATP, ZO/uMol MgCl2 in 1 ml 0,1 M Tris-HCl1-Puffer (pH 7,8) ge-
16st und zu 0,2 ml des Uberstandes plus 8)1Mol NaZMCO3 als
Substrat gegeben (STEER et al. 1966). Die Reaktion (ZSOC)wurde
nach 5, 10 und 15 Minuten durch Zugabe von 0,03 ml 20%iger
Perchlorsidure gestoppt, wobei der unfixierte Kohlenstoff als
14CO2 frei wird. Nach Neutralisation mit kalter KOH und F&dllung
der Kaliumperchloratkristalle und der Proteine im Kihlraum wurde
das Prdzipitat abzentrifugiert und die Radioaktivitdt in ali-
quoten Teilen des Uberstandes vermessen. Das Endprodukt 14C—PGA
wurde papierchromatographisch (Whatman I), zweidimensional

(1. Dim.: Phenol—HZO, 2. Dim.,: Butanol-Propionséure-HZO) ge-
trennt und autoradiographisch identifiziert. Die Bestimmung

der Radioaktivitdt erfolgte im Flissigkeitsszintillationsspek-
trometer (Tri-Carb, Fa. Packard). Die Kontrollansédtze enthielten

kein ATP oder R 5-P.

Die Einbaurate von R 5-P in 14C—markierte PGA verhidlt sich in

allen drei Versuchsansidtzen (etiolierte, unbelichtete Blidtter,
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2 bzw. 12 Stunden belichtete Bldtter) im untersuchten Zeitraum
linear (Abb. 25). Im pufferldslichen Proteinextrakt etiolierter
H. vulgare-Bldtter (7 Tage Dunkelheit) liegen bereits signifi-
kante Aktivitdten 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 Bldttern. In vivo miissen die an der Sequenz von

R 5-P —> PGA beteiligten Enzyme in den etiolierten Blidttern
von H. vulgare vorhanden sein. IThre Aktivitdt wird aber durch

den limitierenden Faktor der Substratverfligbarkeit begrenzt.

Mit zunehmender Belichtungsdauer (2 und 12 Stunden) steigt die
Einbaurate in markierte PGA (Abb. 25): die Aktivitdt der an
dieser Sequeni beteiligten Enzyme aus belichteten Bldttern ist
stimuliert. Inwieweit die erh&hte Einbaurate in 14C—PGA aufler
auf lichtinduzierte Aktivitdtsdnderungen auch auf lichtinduzier-
te de novo-Synthesen zurlickzuflthren ist, wird im Zusammenhang
mit den Ergebnissen liber die mit Fraction I-Protein assoziierte

RuDP-carboxylase diskutiert.

Aufgrund der Untersuchungsergebnisse {iber die Enzymsequenz
Phosphoriboisomerase, Phosphoribulokinase und RuDP-carboxylase

kann man folgern:

- Die am Umsatz von R 5-P zu PGA beteiligten Enzyme werden licht-
unabhédngig synthetisiert. In Gegenwart der Substrate R 5-P,
ATP und Na214CO3 als Kohlenstoffdonator werden in den puffer-
16slichen Proteinen aus Dunkelkulturen von H. vulgare signi-

fikante Mengen von 14C—PGA in vitro gebildet.

- Limitierender Faktor filir das in vivo beobachtete erste Auf-
treten von PGA nach zweistindiger Belichtung von dunkelkulti-
vierten Primdrbldttern von H. vulgare mull demnach mangelndes
Substratangebot sein. Der Mangel an - vom PS II produzierter -
photoreduzierender Aktivitdt von NADP und das verspitete Auf-
treten des durch cyklische Photophosphoryllierung gebildeten
ATP mag eine Ursache flir das verspdtete Einsetzen der CO,-

Fixierung sein.

In H. vulgare sind erste photoreduzierende Aktivitdten von NADP

nach zwei Stunden Belichtung nachgewiesen, wdhrend die cyclische
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Abb. 25: Aktivitdten der Enzymsequenz Phosphoriboisomerase,
Phosphoribulokinase, RuDP-carboxylase gemessen als
Umwandlung von R 5~Phosphat in Phosphoglycerinsiure
durch 14C0;-Incorporation. Die Radioaktivitdt wurde
auf gleiche Mengen 18slicher Blattproteine bezogen.
Die Aktivitdten der Enzymsequenz in etiolierten,

7 Tage alten Bldttern (1) und belichteten Blidtter
[Belichtungsdauer 2 Stunden (2) bzw. 12 Stunden (3)]
wurden verglichen

Photophosphorylierung erst nach vierstiindiger Belichtung etio~
lierter Bldtter, die nichtcyclische Photophosphorylierung mit

NADP erst nach 10 Stunden Belichtung auftritt (PHUNG NHU HUNG

et al. 1970 b).

Die Ursache filir den verzOgerten 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 flir Photophosphorylierung bedingt zu sein.

Beide genannten Komponenten wurden in Etioplasten nachgewiesen
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(PHUNG NHU HUNG et al. 1972, LOCKSHIN et al. 1971). Die Ursache
dirfte 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 widhrend der
lichtabhidngigen Ergrﬁhung gebildet wird und in den noch grana~-
thylakoidfreien und PS II-freien ergrlnenden Plastiden nach-
weisbar ist (ARGYROUDI-AKOYUNOGLOU et al., 1972), konnte die
Fertigstellung eines funktionierenden aktiven PS I Vorausset-

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

Aminosdurezusammensetzung und Aktivitdt der RuDP-carboxylase
(E.C. 4.1.1.39)

Das Fraction I-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 ubiquitdr ver-
breitet ist (DORNER et al. 1948, SINGER et al. 1952). Das puffer-
16sliche Plastidenprotein kann etwa die Hdlfte der Stromapro-

teine ausmachen.

Als Besonderheit des Fraction I-Proteins gegentiber anderen
pufferléslichen Proteinen kdnnen folgende Eigenschaften ange-

sehen werden:

- Das einheitliche Verhalten des Fraction I-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 ) von 16 - 18 SVEDBERG-Einheiten.

20,wW
- Ein bemerkenswert hohes und - soweit an photoautotrophen
Eukaryonten untersucht - einheitliches Molekulargewicht von

ungefihr 5,5 x 10° Daltons.

- Die Fidhigkeit, 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 Identitdt mit RuDP-carboxylase
(TROWN 1965, THORNBER et al. 1965).

- Die Zusammensetzung des Fraction I-Proteins aus zwei Unter-
einheiten (RUTNER und LANE 1967) mit Molekulargewichten von
5,2 - 5,6 x 104 flir die grdflere Untereinheit bzw. 1,2 -

2,5 x 104 Daltons fiir die kleinere Untereinheit (MOON und
THOMPSON 1968, KAWASHIMA und WILDMAN 1972).

Anlafl fiir die folgende Untersuchung der Untereinheiten des

Fraction I-Proteins von etiolierten H. vulgare-Primdrblittern
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waren die Ergebnisse von SUGIYAMA und AKAZAWA (1967) vom

Fraction I-Protein bei Triticum, nach denen in Gegenwart von
sDS ( 5 x 1073
ledonen gefundenen Untereinheiten (Spinacia oleracea, Nicotiana

M) drei - anstelle der bisher zwei in Dicoty-

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
zwel Untereinheiten nachgewiesen. Die Frage war, ob bei der
verwandten Graminee H. vulgare ebenfalls die gleiche Anzahl
nichtkovalent gebundener Polypeptidketten vorliegt, wie das
Molekulargewicht der zus#dtzlichen Untereinheit ist und ob die
Molekulargewichte und Aminosdurezusammensetzung der kleineren
bzw. groferen Untereinheit von Spinacea und Nicotiana (KAWASHIMA
1968, RUTNER und LANE 1967) mit den Verhdltnissen 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 gefdrbte Fraktion von geringerer Mobilitdt als
die Fraktion II erscheint als deutlich abgesetzte, UV-absor-
bierende Schulter (Abb. 26). Die gelbliche Fraktion enthédlt
weder mit Folin-Reagenz nachweisbare 1&sliche Proteine noch
spektralphotometrisch erkennbare Carotinoide und - im Falle
griner Blidtter - keine Chlorophylle. (Durch Dialyse gegen Tris-
Puffer kann die Gelbfidrbung entfernt werden. In diesem Fall
fehlt die Schulter der Fraktion II).

Dal die Fraktion I mit dem Fraction I-Protein identisch ist,

wurde durch folgende Ergebnisse gesichert:

- Fraction I-Protein enthidlt RuDP-carboxylaseaktivitdt (E.C.
4.11.39). Im Reaktionsgemisch - enthaltend Fraction I-Protein,
RuDP und NaH'#co, - wird '#c-PGA gebildet (Abb. 27). Die Unter-
suchungen der Aktivitdten 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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Vorkommen von RuDP-carboxylase Aktivitdt im Fraction I-
Protein ergriinender Bldtter von H. vulgare (12 Stunden
Belichtung; Bestimmung der Enzymaktivit&dten nach
KANNANGARA 1969)
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tion I-Protein mit Na214C03 im Testansatz verliefen negativ.
Dies ist ein weiterer Hinweis gegen die Auffassung des
Fraction I-Proteins als Sitz eines Multienzymkomplexes (vgl.
AKAZAWA 1970).

- Das Molekulargewicht des Fraction I-Proteins von H. vulgare
ist weitgehend identisch mit den bekannten Molekulargewichten
des Fraction I-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)-Sdulen und Co—Elektrophofese in 7,0%igen Polyacryl-
amidgelen ergaben flir das native Fraction I-Protein gleiches
Elutionsverhalten und gleiche élektrophoretische Mobilitét
wie das Test- und Indikatorprotein Ferritin (M.W. 5,4 x 105).

- Die albina II-Mutante, eine chYorophyllfreie Letalmutante von "
H. vulgare besitzt keine RuDP-carboxylase-Aktivitdt (SPREY
1972). Nach Gelfiltration der pufferldslichen Proteine dieser
Mutante fehlt die dem Fraction I-Protein entsprechende Frak-

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

Fiir die Trennung der Untereinheiten durch SDS-Diskelektrophorese
zur Bestimmung ihrer Molekulargewichte und zur weiteren Analyse
ihrer Aminosdurezusammensetzung wurde nur die erste Hdlfte des
Fraction I-Proteinpeaks des Eluates verwendet, weil - wie die
gelelektrophoretische Trennung ergab - in der Schulter der
zweiten Hdlfte des Fraction I-Peaks bereits unspezifische Pro-
teine enthalten sind. Nach Konzentrierung des Fraction I-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 Mobilitdt 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 I-Protein in

zwei Polypeptide (Abb. 28).
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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). Anfidrbung 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 ¢ (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 fir 7%ige, 0,1% SDS-haltige Polyacrylamid-
gele erstellt (Abb. 29). Die relative elektrophoretische Beweg-
lichkeit wurde als Verhidltnis der Wanderungsstrecke einer Pro-
teinbande vom Gelanfang zum Indikatorprotein Cytochrom ¢ (M.W.
13 500) definiert.

Bei der Beurteilung von Molekulargewichtsbestimmung der Unter-
einheiten muB berlicksichtigt werden, daB die nach dieser Methode
berechneten Molekulargewichte bis maximal 10% variieren kOnnen.
Flir die 'kleine' Untereinheit mit der groBeren elektrophoretischen
Mobilitdt ergab sich ein Molekulargewicht von 17 000, fir die
gréflere Untereinheit mit der relativ geringeren Beweglichkeit

ein Molekulargewicht von 40 000 Daltons (Abb. 28, 29).

In diesem Zusammenhang sollte darauf hingewiesen werden, dafl}
Anzahl und Lage der Banden aus etiolierten, ergriinenden (12
Stunden Belichtung) und griinen Blédttern (7 Tage Belichtung)

identisch waren.

Das Molekulargewicht der kleineren Untereinheit aus H. vulgare
paflt 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 gr6Reren Untereinheit von RuDP-carboxy-
lase aus Hordeum (M.W. 40 O00O) weicht von den bisher bekannten
Molekulargewichten der grdferen 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, daB der gefundene Unterschied der Mole-
kulargewichte der grdBeren Untereinheit von RuDP-carboxylase

nicht artspezifisch ist. Daflir sprechen die gut vergleichbaren
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Zusammensetzungen der Aminosduren der grdBeren 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 O,1% SDS - bei der
Trennung der Untereinheiten gegeniliber SDS-Gelen ein anderes
Trennmuster (Abb. 28). Die elektrophoretische Beweglichkeit
beider Untereinheiten ist verdndert, zusdtzlich treten zweil

schwach sichtbare Zwischenbanden auf.

Die von SUGIYAMA und AKAZAWA (1967) nach SDS-Behandlung nachge-
wiesene dritte Bande wurde in den Pridparationen - nach Reinigung
iber 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 105 Daltons bestimmt.

Zwel Interpretationsmdglichkeiten filir das sporadische Vorkommen
dieser dritten Bande sind diskutabel. Es k6nnte sich um eine
oligomere Form der beiden Untereinheiten handeln, die durch 0,1%
SDS noch nicht vollstidndig in die beiden, nicht identischen
Untereinheiten zerlegt wurde. Diese Annahme wird durch gewisse
Ahnlichkeiten der molaren Verhdltnisse der Aminosduren dieser
Proteinbande mit den beiden iibrigen Untereinheiten gestitzt
(Tab. V). Dieses Polypeptid konnte aber auch als zusdtzliche
grofle Untereinheit aufgefallt werden, die mit der von AKAZAWA
beschriebenen Untereinheit mit der Sedimentationskonstanten von
15 S identisch ist. In Gegenwart von 4 M Harnstoff, RuDP, NaHCO3
und Mg++ soll Fraction I-Protein in eine grofle (15 S} und eine
kleine (2 S) Untereinheit dissoziieren. Weitere Trennung im
Saccharosegradienten ergab flir die groRe Untereinheit RuDP-car-
boxylaseaktivitdten (AKAZAWA und SUGIYAMA 1969). Eine Uberprii-
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fung der nach SDS-Gelelektrophorese auftretenden groflen Unter-
einheit (M.W. 2,45 x 105) von H. vulgare auf RuDP-carboxylase-
aktivitdt ist irrelevant, weil SDS die Enzymaktivitidt irrever-

sibel blockiert.
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Abb. 30: Trennung von nativem Fraction I-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-
sdtzliche dritte Bande mit der relativ geringen
elektrophoretischen Beweglichkeit hat ein Molekular-
gewicht von 2,45 x 10° Daltons

Bestimmungen der Aminosdurezusammensetzung der beiden Unterein-
heiten des Fraction I-Proteins sind von RUTNER und LANE (1967)
an Beta und von KAWASHIMA (1969) an Nicotiana bzw. Spinacia
durchgefihrt worden. Dabei ergab sich in den molaren Verhdlt-
nissen (bezogen auf Phenylalanin) ein typisches Verhdltnis 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 I-Proteins bei

Hordeum vulgare libertragbar war.

Nach gelelektrophoretischer Trennung der Untereinheiten des
Fraction I-Proteins von H. vulgare in Anwesenheit von 0,1% SDS
wurden die entsprechenden Proteinbanden von den ausgeschnittenen
Gelscheiben (@ 2,3 cm) eluiert. Die Aminosdurezusammensetzung
zeigt - im Vergleich mit den Analysen von RUTNER, LANE und
KARASHIMA - weitgehende Ahnlichkeit in der Zusammensetzung des
nativen Fraction I-Proteins (vgl. STEER et al. 1967, BAILEY et
al. 1966) und der Untereinheiten (Tab. V).
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Tab. V

Aminosdurezusammensetzung des nativen Fraction I-Proteins und der Untereinheiten nach

gelelektrophoretischer Trennung in Gegenwart von SDS

Molares Verhdltnis (bezogen auf Phe)

Aminosiduren Natives Protein Untereinheit Untereinheit Untereinheit
M.W. 2,45 x 10°  M.W. 4 x 10 M.w. 1,7 x 10%

Phe .00

—_

1 .00 1.00 1.00
Lys 1.23 1.19 1.53 1.52
His 0.65 0.45 0.52 0.39
Arg 1.35 1.48 1.26 1.36
Asp 2.30 1.60 2.00 2.10
Thr 1.39 1.02 1.14 0.93
Ser 0.78 0.74 0.72 0.88
Glu 2.42 2.02 2.37 2.59
Pro 1.20 0.72 0.97 1.16
Gly 2.03 1.14 2.26 1.93
Ala 2.12 1.67 2.03 1.11
Val 1.48 1.24 1.21 1.42
Met 0.43 0.22 0.26 0.29
Ileu 0.72 1.14 0.97 0.88
Leu 2.21 2.40 2.19 2.40
Tyr 1.12 0.68 0.95 1.60




_72_

Das Verhdltnis von Phe : Tyr : Gly in der groflen 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.

Flir die kleinere Untereinheit gilt filir das Verhdltnis Phe

Tyr : Gly in Hordeum 1,00 : 1,60 : 1,93, in Beta 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, daf die Aminosdurezusammen-
setzung beider Untereinheiten des Fraction I-Proteins unter-

schiedlicher Herkunft aus Mono- und Dicotyledonen weitgehend

identisch ist.

Das plastidenspezifische Fraction I-Protein photosynthetischer
Eukaryoenten hat von der experimentell-methodischen Seite (Iso-
lierung des Proteins im groflen Mallstab, Trennung seiner Unter-
einheiten und Funktionstest auf RuDP-carboxylase-Aktivitdt)
Vorteile, die es zur LOsung phylogenetischer Zusammenhdnge pri-
destinieren. Wichtig erscheinen zwei Fragen, die sich aus dem
Ort der Codierung und der Synthese der Fraction I-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, dal die grofle Untereinheit

des Fraction I-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, daB die grofle Untereinheit des
Fraction I-Proteins an den Chloroplastenribosomen, die kleinere
Untereinheit an den Cytoplasmaribosomen synthetisiert wird
(CRIDDLE et al. 1970). Dieses Ergebnis wird ergidnzt durch den
Befund, daf in isolierten Chloroplasten in vitro 14C—Leucin nur
in die grofere Untereinheit des Fraction I-Proteins eingebaut
wird (BLAIR und ELLIS 1972). Abgesehen von dem interessanten
Vergleich der Peptidmuster nach Trypsin-Abbau und Aminosdure-
Sequentierung beider Untereinheiten aus Organismen unterschied-

lich taxonomischer Stellung zur Klidrung der Frage der Spezifitit
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von Aminosidure-Sequenzen und 'fingerprints' widhrend der Phylo-
genese, scheint folgende Uberlegung von gréBerer Bedeutung zu

sein.

Innerhalb der chloroplastenhaltigen héheren 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
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 105
(KIERAS und HASELKORN 1968) und Thiobacillus neapolitanus
5 x 10° (McELROY und JOHNSON 1968) - kleiner als die photoauto-

tropher Eukaryonten.

So betrédgt das Molekulargewicht der RuDP-carboxylase von Hydro-
gemonas facilis ca. 2 x 10° (KUEHN und McFADDEN 1968), Rhodo-
spirillum rubrum 1,1 x 105 (ANDERSON et al. 1967), Rhodopseudo-
monas Sspheroides 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 107 (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) - wdre von Interesse, ob und inwieweit
zwischen der gréferen Untereinheit des Fraction I-Proteins der
Chloroplasten und dem Fraction I-Protein photoautotropher Bak-
terien serologische Affinitdten, Analogien im Peptidmuster und

Homologien ihrer Aminosdure-Sequenz bestehen.

‘Die zweite noch ausstehende Frage betrifft die eindeutige elek-
tronenmikroskopische Identifizierung des Fraction I-Proteins im
Plastidenstroma. Untersuchungen der Molekilstruktur des iso~
lierten Fraction I-Proteins mit elektronenmikroskopischer Hoch-
auflésung nach Negativkontrastierung gehen von 24 Untereinheiten
pro Molekiil aus, die bei Avena auf der Oberflédche eines Oktaeders
mit maximalem Durchmesser von 105 R (STEER et al. 1968), oder bei
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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 WILDMAN (1971)

8 (7-8) gréflere und 6 (8-10) kleinere identische Untereinheiten
pro Molekiil vorsehen (RUTNER 1970).

Die eindeutige elektronenmikroskopische Identifizierung des
Fraction I-Proteins im Plastidenstroma aufgrund der Kriterien
Molekiilgréfle und m6gliche Aggregation zu Polymeren miifte rela-
tiv leicht durchzufithren sein. Bisher steht ein elektronenmikros-
kopischer Nachweis in situ noch aus. Alle bisherigen Untersuchun-
gen Uber Vorkommen und Verbreitung von Fraction I-Proteinen im
Stroma sind auf GroBenanalogien beruhende Hypothesen: z.B. das
Stromazentrum (GUNNING et al. 1968) oder fibrilldre 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 flir Fraction I-Protein im Ultradiinnschnitt
durchzuftihren, sollte in Form der immuncytochemischen Lokalisie-
rung von enzymgekoppelten Antikdrpern mit Hilfe des Elektronen-
mikroskopes méglich sein (NAKANE und PIERCE 1967).

Uber lichtinduzierte Synthesen und spezifische Aktivitdtsdnde-
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 Aktivitdt 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 Bldtter etiolierte,
ergrinende (bis 24 Stunden Belichtung) und grine Primdrblétter
(8 Tage Belichtung) mit 14C—Aminoséiuren (5}1Ci/ml) inkubiert
und die Synthese des Fraction I-Proteins in den verschiedenen
Differenzierungsstadien der Plastiden bestimmt (vgl. Tab. I).
Uber diese Ergebnisse wird in einem anderen Zusammenhang berich-
tet (SPREY, in Vorbereitung).
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VII. Lipidsynthesen und Membranbildungsprozesse

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen tiber die licht-
induzierte Metamorphose der Etioplastenmembranen wdhrend ihrer
Entwicklung zu Primdrthylakoiden lassen vermuten, dafl dieser
Vorgang als Umformung prédformierter Membranoberfldchen des Pro-
lamellarkérpers und nicht als Abbau und Neusynthese der Plasti-
denmembranen interpretiert werden muBl. So zeigt die kristalline
Membrananordnung der Prolamellarkdérper, aus denen unter Licht-
einfluB zusammenhidngende perforierte und spiter 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
Kontinuitidt dieses inneren plastididren Membransystems. In diesem
Sinne nehmen BOARDMAN und Mitarbeiter (1972) an, dafl die Mem-
branen der Etioplasten die ersten Bausteine flir die spidter aus-
zubildenden, photosynthetisch aktiven Membranen der Chloroplasten

sind.

Wie spater gezeigt wird, haben Hemmstoffe der Proteinsynthese
keinen EinfluB auf die Umwandlung der Prolamellarkdrper in per-
forierte oder geschlossene Thylakoide. Die Proteinsynthese-Inhi-
bitoren wirken erst wdhrend der log-Phase der Chlorophyllsyn-
these, indem sie indirekt die Granathyldkoidausbildung und syn-
chron die Chlorophyllsynthese unterdriicken. Dabei ist denkbar,
daB die Hemmung der Strukturproteine in den Thylakoiden die
Synthese und den Einbau der Membranlipide hemmt oder die Hemmung
der Membranlipide durch Riickkopplung die Synthese und den Einbau

von Membranproteinen reprimiert.

Unter der Voraussetzung, daBl die Membranproteine und -lipide der
Chloroplastenthylakoide - ausgenommen sind die Chlorophylle und
Chlorophyll-Proteinkomplexe der Membranen - bereits qualitativ
in den Etioplastenthylakoiden pridformiert sind, ist zu erwarten,
dal in der lag-Phase der Chlorophyllsynthese, in der die Umwand-
lung der Prolamellarkdrper 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
Verdnderungen durch erhShte 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-
schrdnkt (JAMES und NICHOLS 1966), so dall Gehalt und Verédnde-
rungen der MG/DG-Quotienten hdufig mit Einzelprozessen der licht-
abhdngigen Chloroplastengenese in Zusammenhang gebracht wurden.
BLOCH und Mitarbeiter (1967) weisen auf die Korrelation von
Chloroplastenmorphogenese und Galaktoglyceridsynthese nach Be-
lichtung dunkelkultivierter Euglena-Stdmme hin. MG- und DG-
Synthese werden durch Licht stimuliert. Das MG/DG-Verhdltnis
steigt mit zunehmender Chloroplastendifferenzierung und steigen-
dem Chlorophyllgehalt.

Verdnderungen des Glyko- und Phospholipidgehaltes bei der licht-
induzierten Chloroplastengenese aus Etioplasten lassen summa-

risch folgende Tendenzen erkennen:

- Wihrend der Chloroplastengenese ist im wesentlichen nur eine
quantitative Verdnderung farbloser Plastidenlipide erkennbar.
Etioplasten enthalten bereits einen betridchtlichen Gehalt an
MG und DG (LURSSEN 1970, TEVINI 1972, TREMOLIERES und LEPAGE
1971, ROUGHAN und BOARDMAN 1972, BOARDMAN et al. 1972). Etio-
lierte Bldtter von H. vulgare haben nach TEVINI (1972) fol-
gende relative Lipidzusammensetzung: MG (35%), DG (25%),

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

- Lipidgehalt und das relative Verhdltnis einzelner Plastiden-
lipide bléibt widhrend der Prolamellarkdrperumwandlung in
Primdrthylakoide konstant oder sinkt leicht ab (ROUGHAN und
BOARDMAN 1972).

- Die Nettosynthese der Galaktolipide widhrend der log-Phase der
Chlorophyllsynthese und Granathylakoidausbildung verlaufen
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parallel (TEVINI 1972, BOARDMAN et al. 1972). Die MG-Synthese-
rate Ubertrifft dabei die DG-Synthese.

Die von uns gefundenen Syntheseraten von MG und DG nach 14C—
Acetat-Markierung etiolierter und ergriinender Blidtter entsprechen
der von den oben genannten Autoren festgestellten Nettosynthese

der Galaktolipide.

MG und DG werden lichtunabhédngig in etiolierten Bldttern syn-
thetisiert. Die MG- und DG-Synthese ist ungefdhr zum Ende der
lag-Phase der Chlorophyllsynthese (4 Stunden nach Belichtungs~-
beginn) leicht erhdht und nimmt dann wdhrend der log-Phase der
Chlorophyllsynthese und der Granathylakoidausbildung signifi-
kant zu (Abb. 31, Tab. VI).

Dieses Ergebnis stimmt mit den Untersuchungen iiber die Kinetik
von Membranbildungsprozessen in Plastiden und der Galaktolipid-
synthese in pflanzlichen Ein- und Vielzellern iiberein (Euglena
gracilis, BLOCH et al. 1967, ROSENBERG 1966; Chlamydomonas
reinhardi, ERWIN und BLOCH 1963; Chlorella vulgaris, NICHOLS
1965; Hordeum vulgare, LURSSEN 1970, TEVINI 1972; Pisum sativum
und Phaseolus vulgaris, BOARDMAN et al. 1972, ROUGHAN und
BOARDMAN 1972, TREMOLIERE und LEPAGE 1971).

Fir die Verhdltnisse in H.vulgare gilt, daf MG und DG bereits
Lipidkomponenten der Prolamellarkérper der Etioplasten sind.
Die Bildung der Primdrthylakoide in Plastiden nach der licht-
induzierten Prolamellarkdrperumwandlung 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 L&sung dieser Frage bietet
sich durch die Verwendung von Chloramphenicol als Inhibitor

wihrend der Ergrinungsphase der Plastiden an.

Chloramphenicol (SO/ug/ml) hemmt die plastididren Eiweilsynthesen
und die Ausbildung der Granathylakoide (vgl. Kap. XI). Nach
zweistlindiger Vorinkubation der abgeschnittenen, etiolierten

Primdrbldtter im Dunkeln mit diesem Inhibitor und anschlieBender
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Abb. 31: Trennung von C-markierten Glykolipiden (MG, DG, SL)
auf Kieselgel-Platten mit dem Laufmittel Chloroform-
Methanol-H9O0 (75:24:1, v/v/v) aus 7 Tage alten, etio-
lierten Primdrblattspitzen von H. vulgare nach unter-
schiedlicher Belichtung. Optischer Nachweis mit Phos-
phormolybdidnsdure (links) bzw. durch Autoradiographie
(rechts)

Tab. VI

Synthese von Galaktolipiden in etiolierten und ergrinenden Primir-

bldttern von H. vulgare nach Markierung mit 14C—Natriumacetat+

Belichtungsdauer ++
(Stunden) 0 4 12 24 12 + CA
MG 657 1417 2396 2225 1536
DG 210 501 620 1030 532
+

5}1Ci/m1, Applikationsdauer 2 Stunden vor Ende der Belichtung

i Chloramphenicol (SO/Jg/ml), Applikationsdauer 3 Stunden vor

Belichtungsende
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12-stlindiger Belichtung in Gegenwart von Chloramphenicol ist
die MG- und DG-Syntheserate gegeniilber den Kontrollen wesentlich
gehemmt (Tab. VI). Sie entspricht der Synthese von MG und DG
der Kontrollen widhrend der lag-Phase der Chlorophyllsynthese.

Chloramphenicol hat keinen Einflufl auf die lichtinduzierte Um-
wandlung des Prolamellarkdrpers in Primdrthylakoide (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 widhrend der Chloroplastenentwicklung von
Euglena gracilis nach Chloramphenicol-Zugabe beobachteten. Denk-
bar wdre, daB Chloramphenicol indirekt Uber eine RiUckkopplung
auf die Galaktolipidsynthese wirkt, d.h. mangelnde Synthese von
Membranproteinen kénnte zu einer verminderten Galaktolipidsyn-
these filhren. Andererseits ist denkbar, daf Chloramphenicol
direkt die Synthese der an der Galaktolipidsynthese beteiligten

Enzyme hemmt.

Die unverhdltnismdflig hohe Syntheserate von MG gegeniiber DG
wdhrend der Granathylakoidausbildung veranlaBte ROUGHAN und
BOARDMAN (1972) zu der Annahme, dafl MG spezifisch am Prozefl des
Uberschiebens von Granathylakoiden zu Granastapeln (stacking)
beteiligt ist. Hinweise fiir diese Vermutung ergeben sich - auBler
dem oben beschriebenen Ergebnis der Wirkung von Chloramphenicol
auf die Galaktolipidsynthese - aus den Untersuchungen von BOURDU
und Mitarbeitern (1972), nach denen das MG/DG-Verhdltnis in
granahaltigen Chloroplasten des Mesophylls von Zea mays gegen-
tiber den granafreien Chloroplasten der Leitblindelscheide erhdht
ist. Ein weiteres Indiz flir den Zusammenhang des MG/DG-Verhdlt-
nisses und der Verbreitung von Granastapeln geben die Unter-
suchungen durch v. WETTSTEIN und Mitarbeiter (1972) an sechs
xantha-Mutanten von Hordeum mit gestdrter 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-



membranen heterotroph erndhrter Euglena gracilis~Stdmme 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), Phosphatidyldthanolamin (PE), Diphosphatidylglycerin
(DPG) in Primdrbl&dttern von H. vulgare mit Plastiden unter-
schiedlichen Differenzierungsgrades ist variabel. Da die Be-
lichtung der Primdrbldtter nicht nur die Chloroplastengenese
initiiert, sondern auch die Blattexpansion durch Vakuolenver-
groBerung und damit mdégliche Lipidsynthesen in extraplastididren
Membransystemen bewirken kann, beschridnken wir uns im folgenden
bei der Interpretation der Ergebnisse auf Veridnderungen des

Phospholipids PG wdhrend der Chloroplastengenese.

Die PG-Synthese kann lichtunabhédngig verlaufen. Ihre Synthese-
rate wird durch Belichtung stimuliert. Widhrend der lag-Phase

der Chlorophyllsynthese ist die 32p_Einbaurate in PG gegeniiber
der lichtunabhidngigen Synthese in den Dunkelkulturen leicht er-
h6éht. Nach 12 Stunden Belichtung ist die PG-Synthese stark er-
héht (Abb. 32, Tab. VII). Das bedeutet, bezogen auf unterschied-
liche Plastidendifferenzierungsprozesse, dafl wdhrend der Photo-
transformation der Prolamellarkdrper in Primdrthylakoide 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 LURSSEN (1970),
TEVINI (1972), BOARDMAN et al. (1972) und ROUGHAN und BOARDMAN
(1972) Uberein. Bei den Untersuchungen {iber die lichtinduzierte
Chloroplastengenese in Angiospermen stellten diese Autoren
wiahrend der lag-Phase der Chlorophyllsynthese nur eine geringe
Nettosynthese von PG fest. Die PG-Synthese verlduft aber parallel
zur Granathylakoidbildung in der logarithmischen Phase der

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

Tab. VII

Synthese von Phospholipiden+ in etiolierten, 7 Tage alten Primidr-

bldttern von H. vulgare nach unterschiedlicher Belichtung

Belichtungsdauer 0 4

(Stunden) 12
pG** 804 1319 8629
PC 685 1219 2124
PI 329 1082 923
PE 516 1389 1558
DPG 220 417 932

+ 32

Markierung mit H3 PO4, SO/JCi/ml, 2 Stunden

++

cpm/3/ug Lipid
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Falt man die Untersuchungsergebnisse liber die plastidiren
Lipidsynthesen wdhrend der lichtabhidngigen Chloroplasten-
entwicklung aus Etioplasten zusammen, dann ergibt sich nur
eine schwache MG-, DG- und PG-Synthese widhrend des Umbaus der
ProlamellarkSrper in Primirthylakoide. Die Granathylakoid-
bildung verlduft mit einer intensiven MG:, DG- und PG-Synthese.
In diesem Sinne wird die Vorstellung von BOARDMAN und Mitar-
beitern (1972) bestdtigt, daf die Prolamellarkdrper die Bau-

steine flir die Primdrthylakoide sind.

VII. 1. Lichtinduzierte Verdnderung 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
iber die Lipidzusammensetzung - speziell in Zusammenhang mit
degenerativen Chloroplastenstadien und der Chromoplastengenese -
publiziert. Als charakteristische Merkmale der Plastoglobuli-

zusammensetzung in Chloroplasten kdnnen gelten
- die hohe Konzentration von & -Tocopherol, & -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.

Bezliglich der Kinetik der Plastidendifferenzierung und des

Plastoglobuligehaltes und der PlastoglobuligrdBe lassen sich
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folgende Zusammenhidnge auffiihren:

- ubiquitidre Verbreitung von Plastoglobuli bei der monotrophen
Plastidenentwicklung (LICHTENTHALER 1966);

- umgekehrte Proportionalitdt von Plastoglobuligréfie und -gehalt
gegeniiber der Thylakoidmenge bei der Chloroplastendegeneration
(BARTON 1966, LICHTENTHALER 1969 a), bei der Reversion von
Chloroplasten in vergilbenden Bldttern von Nicotiana rustica
(LJUBESIC 1968), bei der Reversion von Chromoplasten zu Chloro-
plasten in Citrus sinensis (THOMSON et al. 1967) und wieder-
ergriinenden Plastiden von Cryptomeria japonica (TOYAMA und
FUNAZAKI 1971) und bei der Chromoplastengenese (SPURR und
HARRIS 1968);

- erhShter Carotinoidgehalt in degenerierenden Plastiden
(LICHTENTHALER 1969 a, b), erhthter Plastidenchinongehalt
und (Sekundidr-)Carotinoidgehalt in Chromoplasten (LICHTEN-
THALER und WEINERT 1970, KLEINIG und WRISCHER 1968, SPREY

1970).

Der Zusammenhang von Grofle, Hiufigkeit sowie Lipochinongehalt

in alten Chloroplasten und Chromoplasten und das Verhalten der
Plastoglobuli widhrend der Chloroplastengenese aus Etioplasten
(SPREY und LICHTENTHALER 1966) filihrte zu der Auffassung, die
Plastoglobuli als Speicherorte fiir liberschiissige Plastidenchinone

anzusehen.

In der S 2-Fraktion (heavy fraction) von Plastoglobuli aus Beta
vulgaris betridgt der Stickstoffgehalt 11 - 13,5%, in der G 2-
Fraktion (light fraction) betridgt er nur 0,88% (BAILEY et al.
1966). Dies war der Anlaf flir die folgende vergleichende Unter-
suchung liber das Vorkommen von Proteinen in Plastoglobuli aus
Etioplasten, ergriinenden Plastiden und Chloroplasten aus Primir-
bldttern von H. vulgare. Darliber 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, ergrinenden Plastiden und

Chloroplasten (aus 7 Tage alten Dunkelkulturen, 12 Stunden be-
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lichteten und 7 Tage kontinuierlich belichteten Primdrblidttern)
nach der von uns beschriebenen Methode isoliert (LICHTENTHALER
und SPREY 1966). Um saubere, d.h. nicht durch Stromaproteine
verunreinigte Plastoglobuli als Ausgangsmaterial fiir die fol-
gende Untersuchung zu erhalten, wurde die Plastoglobuli~Fraktion
solange mit Phosphatpuffer {iber Millipore-Filter gewaschen, bis
das Eluat frei von 10slichen Proteinen war (LOWRY et al. 1951).
Es wurden nur Fraktionen verwendet, die nach elektronenmikros-
kopischer Priifung 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-haltigen Phosphatpuffer (pH 6,8) und Trennung in SDS-
haltigen Polyacrylamidgelen erhdlt man zwei mit Amidoschwarz
anfidrbbare Banden. Anzahl und Lage der Proteinbanden aus den
drei untersuchten Differenzierungsstadien (Etioplasten, ergri-
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 m8glich (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 fiir das Protein mit der héheren elektrophoretischen
Beweglichkeit ein Molekulargewicht von 18 000, fiir das langsam

wandernde Protein ein Molekulargewicht von 310 00O Daltons.

Da aufgrund der Isolierungsmethode auszuschlieBen ist, daB es
sich um eine Verunreinigung von Stromaproteinen oder von Pro-
teinen aus Thylakoidresten handelt, missen beide Banden als
(Lipo?-)Proteinbestandteil der Plastoglobuli angesehen werden.

Ob die in den Plastoglobuli von H. vulgare gefundenen Amido-
schwarz-positiven Proteinbanden auch in den Plastoglobuli anderer
Arten verbreitet sind, sollen weiterfiihrende Untersuchungen kli-
ren. Funktion und Zuordnung beider Proteine zu einem spezifi-
schen Strukturmerkmal (periphere Membran?) der Plastoglobuli

sind v61llig unbekannt.



Abb. 33: Isolierte Plastoglobuli aus Etioplasten von H. vulgare.
Isolationsbedingungen: s. Text; 0504—Fixierung

T e e
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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 betridgt 1,8 x 104 Daltons

‘Im Zusammenhang mit Versuchen iiber die Funktion der Plastoglo-
buli und der Membranbildungsprozesse in ergriinenden Plastiden
durch chase-Experimente mit 14C—Acetat wurden Anordnung und
Lageverdnderung der Plastoglobuli in verschiedenen Differenzie-
rungsstadien (Etioplast, ergriinende Plastide, Chloroplast) ultra-

strukturell untersucht.

Um den Vorgang der Veridnderung der Plastoglobulianordnung wihrend



_86_

der lichtinduzierten Chloroplastenentwicklung zu quantifizieren,
wurden die elektronenmikroskopischen Mikrographien von Plastiden
mit quadratischen Feldern von 0,25}3 tiberzogen. Die Verdnderung
der Plastoglobulizahl pro Flidcheneinheit wurde prozentual als
Verhdltnis der Plastoglobulizahl in bezug auf die Gesamtzahl

der Fldchenquadrate von je 25 Plastiden aus etiolierten Primir-

bldttern und aus 12 Stunden belichteten Bldttern ausgedrickt.

Die Abbildung 35 zeigt die unterschiedliche Anordnung der Plasto-
globuli in Etioplasten und ergriinenden Plastiden. In Etioplasten
von H. vulgare sind die Plastoglobuli Uberwiegend in hexagonal
dichtester Packung an der Prolamellarkdrperperipherie angeordnet
(Abb. 36). Im Zuge der lichtinduzierten Umordnung des Prola-
mellarkdrpers wird die gruppenfdrmige Anordnung der Plastoglo-
buli verdndert. Diese Umordnung ist eine Folge der Membranbil-
dungsprozesse in den Plastiden und flhrt zur solitdren Anordnung

der Plastoglobuli im Stroma der Chloroplasten.

Dabei lassen sich - entsprechend den Veridnderungen 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 wdhrend der lag-
und log-Phase der Chlorophyllsynthese. Dieser Zustand wird
nach Durchdringung der kugelhaufenartigen Anordnung der Plasto-

globuli mit Primidrthylakoiden 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 flr Chloroplasten typischen,
solitdren Verbreitung der Plastoglobuli fihrt. 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 Etioplasten und
Chloroplasten (12 Stunden Belichtung) von H. vulgare

Abb. 36: Anordnung der Plastoglobuli in Etioplasten 7 Tage alter
Primdrbldtter von H. vulgare an der Peripherie des
Prolamellarkdrpers



Abb. 37: Umordnung der Plastoglobuli in Schichtebenen durch
Thylakoide zu Beginn der log-Phase der Chlorophyll-
synthese

Abb. 38: Plastoglobuli der Plastiden von H. vulgare in solitidrer
Anordnung (12 Stunden Belichtung) infolge Granathyla-
koidbildung
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Abb. 39: Verdnderung der Anordnung von Plastoglobuli in Etio-
plasten, ergriinenden Plastiden und Chloroplasten
infolge von Membranbildungsprozessen

Weitere Hinweise ilber den Zusammenhang von Plastoglobulianordnung
und Auspridgung des Thylakoidsystems ergeben sich aus Untersuchun-
gen mutativ verdnderter 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 ausgepridgtem
Thylakoidsystem haben iiberwiegend gruppenférmig 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 lber DNA in Etioplasten
vorhanden: sie beschrinkt sich auf den elektronenmikroskopi-
schen Nachweis der DNA-Fibrillen im histonfreien Nucleoplasma
des Stromas in Ultradﬁnnschnitten 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 Pridparation von Plastiden mit geschlossener,
doppelter Hillmembran 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 Nucleinsduren der Etioplastenfraktion
mit Phenol extrahiert. L&sliche und ribosomale RNA wurde enzyma-
tisch mit RNase bzw. durch Fraktionierung auf der MAK-Sdule von
der Etioplasten-DNA entfernt. Die Methoden wurden in bezug auf
die elektronenmikroskopisch abgebildeten Molekiilldngen der

kegelbedampften Etioplasten-DNA verglichen.

a) Etioplastenisolierung

Gerste der Sorte 'Bido' wurde 6 - 8 Tage in grofBlen Petrischalen
(23 cm P) auf feuchtem Filterpapier bei Zimmertemperatur dunkel-

kultiviert. Die Primdrblétter (500 g Frischgewicht) wurden ober-
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halb der Coleoptile abgeschnitten und mit destilliertem Wasser
wiederholt gewaschen. Die Primdrblattstilickchen wurden mit der
doppelten Gewichtsmenge an Extraktionspuffer versetzt. Der

kalte (40C), 0,1 M Phosphatpuffer (pH 6,8) war 0,5 M an RNase-
freier Saccharose und enthielt als Fixierungsmittel fiir die
Elektronenmikroskopie 2,5% Glutaraldehyd (Ladd Res. Industries).
Die Blattstiickchen wurden 15 - 30 Sekunden in eisgekiihlten Edel-
stahlbechern homogenisiert (Sorvall-Omnimixer, 12 00O Upm). Die
Blatthomogenisierung flr die Etioplastenisolierung und die wei-
tere Untersuchung von Fraction I-Protein und Nucleinsiuren 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 zusidtzlich 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
MgClZ) austariert. Der Gradient wurde kurz vor der Probenauf-
gabe im Kihlraum geschichtet. Dazu wurden je 7 ml 2,5 M; 2,0 M;
1,5 Mund 8 ml 1,0 M Saccharosel6sung in die 30 ml Cellulose-
nitrat-Rohrchen des SW 25.1 Rotors der Beckman Spinco L 50-
Zentrifuge tiberschichtet. 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 erhdlt man nur, wenn der Gradient
nicht tiberladen 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 I-Protein

Als Kriterium fir 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 MgCl2 und

0,5 mM Cysteinhydrochlorid dialysiert (pH 8,3) und 30 Minuten
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zentrifugiert (145 000 g). Fraction I-Protein wurde sédulen-
chromatographisch (Pharmacia K 15/45 Sdule) an Sephadex G-100
von den weiteren 16slichen Stromaproteinen getrennt (KANNANGARA
1969). Das Eluat wurde mit aquacide II eingeengt, TCA-gefdllt

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) Nucleinsdureextraktion

Die Fraktion 3 (unzerbrochene Etioplasten) wurde abgetropft

und mit der dreifachen Menge Saccharose-freiem Phosphatpuffer
(0,05 M NaZHPO4 und ‘0,05 M KH2P04, pH 6,9) verdinnt, gegen
Phosphatpuffer dialysiert und mit 25 00O 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. H,0) und 2 ml Phenol-m-Kresol versetzt und 12 Stunden
in einer Mischapparatur durch Drehung in vertikaler Ebene ge-
mischt (24 Upm, 4OC). Die Athanol-Kresol gefidllten Etioplasten-
nucleinsduren (—ZOOC) wurden abzentrifugiert, in Phosphatpuffer,
der 0,01 M EDTA enthdlt, geldst, mit RNase abgebaut (1 mg/ml,
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37OC, 90 Minuten) und mit gleichem Volumenanteil Isoamyl-
alkohol-Chloroform (1:24, v/v) versetzt und in horizontaler
Lage mit einem RUhrmotor durchmischt (20 Minuten, 4°C). Nach
Phasentrennung durch Zentrifugation wurde der Uberstand direkt

zur Spreitung verwendet.

d) Nucleinsduretrennung

Alternativ zum enzymatischen RNA-Abbau wurden die phenolextra-
hierten Nucleinsduren (50-200 0.D.) aus isolierten Etioplasten
und etiolierten Primidrbldttern sdulenchromatographisch mit
methyliertem Albumin an Kieselgur (MAK) fraktioniert (SUEOKA
und CHENG 1962). Die 16slichen Nucleinsduren 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 - 1,0 M
NaCl) von der MAK-Sdule eluiert. AnschlieBend wurde die gesamte
ribosomale RNA mit phosphatgepuffertem 1,5 M NaCl eluiert. Die
DNA wurde mit Isoamylalkohol-Chloroform gereinigt, mit Athanol
gefdllt (—ZOOC) und in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 6,9) oder SSC-
Puffer geldst (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 geldste Etioplasten-DNA (Konzentration
2}1g/m1) mit 0,08 ml 3 M Ammoniumacetat (pH 5,0), 0,02 ml Cyto-
chrom ¢ (0,06% in bidest. HZO) und 0,001 ml Isopropanol (1,0%

in bidest. H,0) gemischt. Davon wurde 0,1 ml mit Hilfe eines
schrdggestellten Glasobjekttridgers auf einem mit 0,3 M Ammonium-
acetat (pH 5,0) gefitillten, teflonbeschichteten Aluminiumtrog
(Fusion Labs Division) gespreitet. Nach Adsorption der gesprei-
teten DNA an Formvar-befilmte Cu-Netzchen und Reinigung mit
dest. H,0 und Isopropanol wurde mit einer Kegelbedampfungsein-
richtung (Edwards E12E2) im Hochvakuum (10—4
ter Platindraht (6 cm Linge, 0,1 mm Durchmesser) von einem
Wolframdraht (2 mm Durchmesser) unter einem Winkel von 6-8°
aufgedampft (11-14 Umdrehungen des Probentellers wdhrend der

Torr) enggewickel-

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 100}1m, Objektivblende 15/um,
Hochspannung 60 kV) wurde eine 10 000-fache PrimirvergréfRerung
benutzt. Auf der IBM-370-Rechenanlage der Kernforschungsanlage
Jilich (Zentralinstitut flir Angewandte Mathematik) wurde die
Lidngenverteilung von 568 Einzelobjekten berechnet. Die Endver-
groflerung wurde mit Hilfe eines Eichgitters (E. Fulham, NY.)
bestimmt. Das Eichgitter wurde bei gleicher Primdrvergréflerung
photographiert und sekundidr gleich stark vergrdfliert. Die Benutzung
verschiedener Projektoren (Anfertigung eines Zwischenpositivs
und Vergroflerung mit einem Episkop) ergab einen maximalen, durch
die VergréBerung bedingten Fehler von 3%. Dieser Fehler wurde

im benutzten FORTRAN-Programm beriicksichtigt. Die Moleklilldngen
wurden nach der bei KLEINSCHMIDT und Mitarbeitern (1962) ange-
gebenen Methode bestimmt. Die GesamtvergrdBerung betrug 269 000.

Zur Bestimmung des Reinheitsgrades der mit Glutaraldehyd fixier-
ten und im Saccharose-Gradienten getrennten Etioplasten wurden
die Fraktionen abgetropft, in 0504 fixiert und in Epon einge-
bettet (SABATINI et al. 1968, SPURR 1971). Die Ultradinnschnitte
wurden mit Bleicitrat kontrastiert (REYNOLDS 1963) und elektro-

nenmikroskopisch untersucht.

Nach Homogenisierung etiolierter Gerstenbldtter und Zentrifu-
gation erhdlt man im diskontinuilerlichen Saccharosegradienten
vier sauber getrennte Fraktionen (Abb. 40). Direkt auf der
Gradientenoberfldche schwimmt eine nicht sedimentierbare, grau-
gelbliche Lipidschicht aus Plastoglobuli. Eine schmale graue
Zone (Fraktion 1), die lberwiegend Mitochondrien, Membranreste,
Ribosomen und 16sliche Proteine enthdlt, befindet sich im Uber-

stand.

Uber 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-
hdlt nach Vorfixierung mit 6lutaraldehyd liberwiegend ultra-
strukturell gut erhaltene Prolamellarkdrper, Stromathylakoide,
Mitochondrien und nicht n#her identifizierbare Zellbestandteile.
Die Etioplastenmembranen aus dieser Fraktion sind nach elektro-
nenmikroskopischer Untersuchung weitgehend frei von anhaftenden
Stromaresten (Abb. 41, Tab. IX). Die intensiv gelb gefirbte
dritte Zone in der Schicht von 1,5 M Saccharose enthidlt 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 tberladen wird - frei von Kernen. Bakterien-
kontaminationen liefBlen 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
Plastidenhlille umgeben, enthalten ein oder zwei Prolamellarkdr-
per und wenige Stromathylakoide. Im Gegensatz zu den linsen-
formigen Etioplasten der Mesophyllzellen sind die isolierten,
glutaraldehyd-fixierten Etioplasten hiufig etwas angeschwollen.
Im Plastidenstroma sind Plastoglobuli, Ribosomen, fibrillére
Biindel (des Fraction I-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 Prolamellarkdrpern, Stromathylakoiden und Hiillmem-
branresten bestehen. Das Stroma und die Plastoglobuli sind in-
folge der Beschidigung der Plastidenhiillen 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 plastiddrer Herkunft, die bei der Partikel~-

auszdhlung pro Fldcheninhalt mit berilicksichtigt wurden.

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

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

Abb. 42: Isolierte Etioplasten aus der Fraktion 3. Isolierungs-
bedingungen unter Glutaraldehydzusat:z
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Sprungschicht von 2,0 - 2,5 M Saccharose. Diese Zone ist frei
von Etioplasten (Abb. 40).

Die Untersuchung des Fraction I-Proteins und der Nucleinsduren
nach Plastidenisolation mit Glutaraldehyd-freien Extraktions-
puffern fiihrt zu diesen Ergebnissen. Die Verteilung des Fraction
I-Proteins in den vier Einzelfraktionen zeigt folgende Vertei-
lung nach s&dulenchromatographischer Trennung an Sephadex G-100.
Erwartungsgemdl war die Konzentration des Fraction I-Proteins

im Uberstand (Fraktion 1) mit 65,6% am hdchsten. Fraktion 2
(zerbrochene Etioplasten) enthielt 10,9% Fraction I-Protein
gegeniiber 23,4% in der Fraktion 3 (intakte Etioplasten). Frak-

tion 4 war v6llig frei von Fraction I-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 17,9 6,9 11,2

Nach Fraktionierung der phenolextrahierten Nucleinsduren aus
der Etioplastenfraktion 3 auf der MAK-Sdule (Abb. 44) und
Spreitung der gereinigten DNA ergaben sich folgende Verhdlt-
nisse fiir die Lingenverteilung der Etioplasten-DNA (Abb. 47):
Bei Berlicksichtigung aller Bruchstiicke liegt das Maximum der
Lingenverteilung der Etioplasten-DNA bei 3 - 5}1m. Etwa 10% der
DNA hatte Lingen von tiber 10}1m. Die grofiten, linearen Molekiile
waren 27f1m lang (Abb. 45, 46).

Das Verteilungsdiagramm ist fiir phenolextrahierte Etioplasten-



Abb.

43

Ausschnitte aus isolierten Etioplasten der Fraktion 3
mit doppelter Plastidenhlillmembran, Prolamellarkdrper,
Plastoglobuli (Abb. 43a), mit DNA-haltigen Stromaarealen
nach Uranylacetatkontrastierung (Abb. 43b) und mit
parakristallin angeordnetem (Fraction I ?)Protein

(Abb. 43¢, s. Hinweispfeile). Isolierungs~ und Fixie-
rungsbedingungen wie in Abb. 41, 42
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nucleinsduren, deren RNA enzymatisch abgebaut wurde, identisch.
In allen Fillen ist die Etioplasten-DNA nach dreimaliger Phenol-
extraktion frei von anhaftenden Membranen bzw. Membranresten.
Ringférmige DNA wurde nach Phenolextraktion der Etioplasten-DNA
selten gefunden. In den meisten Fdllen war die DNA linear und
liefl sich durch DNase (10/1g/m1, 30 Minuten, SSOC) abbauen.
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Abb. 44: Trennung von Nucleinsiduren aus etiolierten Primir-
bldttern und isolierten Etioplasten (Fraktion 3) im
diskontinuierlichen NaCl-Gradienten auf MAK-S&ule
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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 Molekiilléngen
nach der oben beschriebenen Methode der Lingenverteilung iliber-

haupt meBbar sind und nicht durch Uberlagerung von Membranen

Abb. 45: Bruchstiicke 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-Lingen
der Etioplasten im Bereich von 20 - 400}1m. Das Maximum der
Lingenverteilung liegt bei etwa 40/1m. Etwa 10% der Molekiile
sind 'lidnger als 100/1m (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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'one step release'-Methode selten gefunden.

In unmittelbarer Ndhe der Membran sind die meist vielstrdngi-
gen DNA-Fibrillen mit mehreren getrennten Stellen membran-
assoziiert, verlaufen dann mehrstringig, d.h. meist als zwei
stark verdrillte Doppelstridnge, 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-Verhdltnisse 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, 1408t folgende Aussage zu.

Die ldngsten DNA-Molekiile erhdlt man nach der 'one step release'-
Methode der isolierten Etioplasten in Proteinmischfilmen auf
Ammoniumacetat. Die teilweise nach Pronase-Abbau der Etiopla-
stenproteine gewonnenen DNA-Moleklile zeigen nach Spreitung mit
Cytochrom ¢ keine oder nur sehr selten freie Enden. Setzt man
voraus, daB die nach Phenolextraktion kiirzere, lineare DNA zer-
brochene DNA ist, die durch Scherkridfte bei der Extraktion oder
durch Entfernung von 'linker'-Proteinen durch Phenolextraktioen
entstanden ist, dann durfte die durch osmotisches Aufbrechen
der Plastiden gewonnene DNA den Lingenverhdltnissen in vivo
entsprechen. Unter diesem Aspekt ist diese direkte Methode
schonender: sie ergibt lange Molekiile (mittlere Lénge 4O/Jm),
die - da kaum freie Enden vorhanden sind - wahrscheinlich ring-

férmig ist.

Die allgemeine Vorstellung, daf die histonfreie Plastiden-DNS
ausschlieBlich frei im Plastidenstroma vorkommt, bedarf somit
einer wichtigen Einschrdnkung: Etioplasten-DNA ist oder kann

zumindest zeitweilig membranassoziiert oder membrangebunden

sein.
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Ahnliches gilt fiir Acetabularia-Chloroplasten und Sphacelaria-
Chloroplasten, die nach osmotischem Schock gespreitet wurden
{(BOGORAD und WOODCOCK 1970, GREEN et al. 1970, BISALPUTRA und
BURTON 1969). Uber die Art der Bindung der Plastiden-DNA, den
Bindungsort und seine Funktion ist nichts bekannt. Bezliglich
der Lokalisierung des DNA-Membrankomplexes ergeben sich fol-
gende Moglichkeiten: er kénnte Bestandteil der inneren Membran
der Plastidenhiille oder/und Teil des inneren Membransystems

der Etioplasten (ProlamellarkSrper, Stromathylakoide) sein.

In bezug auf die Funktion des Bindungsortes der DNA und der
Membranen widren zwei Mdglichkeiten diskutabel: er k&énnte u.a.
membrangebundene Enzyme besitzen, die an der Initiation der
DNA-Synthese und an der Verlidngerung und Replication der Pla-
stiden-DNA beteiligt sind. Wenn diese Annahme zutrifft, wire
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 Verldngerung der DNA und der Beendigung der Re-
plication des Bacillus subtilis Chromosoms beteiligt (SUEOKA
und QUINN 1968, ROSENBERG et al. 1968).

Dariiber hinaus kdnnte der DNA-Membranbindungsort eine Art
'Trdgerfunktion' flir die DNA-Replication in der Plastide be-
sitzen. Es ist anzunehmen, dall die Weitergabe der langen Pla-
stiden-DNA Molekiile wdhrend der Plastidenteilung an und mit
Hilfe einer oder mehrerer spezifischen Membranstellen erfolgt.
Replizierte, frei im Plastidenstroma vorkommende DNA wiirde -
vor allem, wenn sie in ‘polyenergider' Form vorliegen sollte -
zufdllig auf die Plastidenhdlften bzw. Tochterplastiden bei
der Plastidenteilung verteilt. Eine kontinuierliche Weitergabe
informativer Plastidengene widre so nicht gewdhrleistet. Unter
diesem Aspekt widre es denkbar, dafl 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 verlduft.

Eine Bestédtigung dieser Vorstellung scheint bisher in all den
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Abb. 48: Gespreitete Etioplasten-DNA nach Lysis der Etioplasten
durch osmotischen Schock (keine Pronasebehandlung,
Pt-Kegelbedampfung). Bei den kontrastreichen Membran-
resten handelt es sich wahrscheinlich um Reste von
Prolamellarkdrpern. Die Etioplasten wurden unter
Glutaraldehyd-freien Bedingungen isoliert
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Fdllen gegeben zu sein, wo die Verteilung der DNA-haltigen
Nucleoplasmen widhrend 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 ringfdérmiges 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 Linge der iliber 100/um langen Molekiile infolge ihrer An-
ordnung nach der Spreitung nur abgeschidtzt werden konnte, diirften
di% Minimallidngen der ldngsten gefundenen Molekiile etwa 400}1m
betragen. Nimmt man an, daBl pro Plastide nur eine Membranregion
mit DNA assoziiert ist und die lidngsten nachgewiesenen Molekiile
das gesamte Genom der Plastide darstellen, so 1l4Bt sich die
Codonkapazitét Uberschlagmdfig bestimmen. Fir 1)1m Fadenlinge
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
erh6ht sich das Molekulargewicht pro pm DNA-Ldnge auf 2,1 x 106.
Setzt man voraus, daB die lidngsten gefundenen Molekiile von
400}1m den in vive-Lingen eines Plastidengenoms entsprechen,

so ergibt sich ein DNA-Gehalt von 1,35 x 10"1° g pro Plastide.

Bezogen auf einen diploiden Pflanzenzellkern mit einem DNA-
Gehalt an 10” 1! 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
Pt-Kegelbedampfung. Die DNA hat teilweise 'Zentren'
(s. Hinweispfeile) und zeigt selten freie Enden
(Abb. 49a). Sie ist polyfibrilldr an getrennten
Stellen mit dem Membrankomplex assoziiert (Abb. 49b,
Vergroferungsfaktor wie in Abb. 49a)
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DNA ungefidhr 1% des gesamten DNA-Gehaltes einer Zelle aus.
Unberiicksichtigt bleibt -dabei der Gehalt extranuclearer
Mitochondrien-DNA.

Legt man zur Codiérung eines Proteins mit 200 Aminosduren

600 Basen zugrunde, so kénnten von 1 x 10"16 g DNA 160 Proteine
(mittleres Molekulargewicht 27 000) synthetisiert werden (KIRK
1966). Vierhundert pm (bzw. 4Of1m) lange Etioplasten-DNA wiirde
ausreichen, um etwa 2 000 (bzw. 200) Proteine der oben genann-
ten Spezifikation zu synthetisieren. Im Falle der 400/Jm lahgen
Plastiden-DNA dlirfte die Plastide genfigend Informatioenskapazi-
tdt haben, um alle pufferldslichen Stromproteine, pufferlds-
lichen Struktur- und Ribosomenproteine selbst zu codieren. Diese
Uberlegung ist rein spekulativer Natur, da (1) Kern-DNA an der
Synthese plastidenspezifischer Proteine beteiligt ist (KIRK
1966), (2) keine oder kaum Ansidtze zur Bestimmung der Redundanz
von Plastiden-DNA vorliegen und (3) nicht ausgeschlossen ist,
dafl dhnlich den Verhdltnissen der Mitochondrien-DNA (PAOLETTI
et al. 1972) die Plastiden-DNA in circulédrer, 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 fiir Etioplasten-DNA von Hordeum vul-
gare (1,35 x 10_15 g/Plastide) vergleichbare Werte: Chlamydomonas
reinhardi 8,6 x 10_15‘(CH1ANG und SUEOKA 1967), Euglena gracilis
1,2 x 10_15 g (EDELMAN et al. 1964), Acetabularia mediterranea
3 x 1071° g, (WOODCOCK und BOGORAD 1970), Vicia faba 2 x 10715
(KIRK 1963, 1967), Nicotiana glutinosa 4 7 x 10 -15 g (TEWARI
WILDMAN 1967), Antirrhinum majus 5,6 x 10 =15 (RUPPEL und van

WYCK 1965). Die Menge an DNA pro Plastide (1-8 x 10710 g) liegt
-15
0 g5

g

groBenordnungsmdflig im Bereich von E. coli-DNA (5 x 1
CAIRNS 1963).

Die Ursache fiir die zum Teil erhebliche Variationsbreite in der
Linge gespreiteter Plastiden-DNA liegt einmal an den unterschied-
lichen Spreitungs- und Extraktionsmethoden. Der EinfluBl von

Extraktionsmethoden und die Verwendung verschiedener Hypophasen
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auf die Molektilldnge ist bekannt (INMAN 1967, LANG et al. 1970).
Dariiber hinaus sind die zum Teil extrem langen Chloroplasten-

DNA Moleklile Acetabularia mediterrandea 42,7 - SO’SP m (GREEN

et al. 1970), 50 - 1000}1m (WOODCOCK und BOGORAD 1970), Spineacea
oleracea 40 - 160f1m; WOODCOCK und FERNANDEZ-MORAN 1968 und
Etioplasten-DNA Lidngen nur Schidtzungen, die mit den tiblichen
Methoden der Ldngenvermessung von Phagen-DNA (KLEINSCHMIDT et

al. 1962) nicht zu erfassen sind. Der Verlauf der Doppelstringe:
supercoiling (MANNING und RICHARDS 1972), Vielstranganordnung,
rosettenfdrmige Lage mit Zentren und dichte Packung der langen
Plastiden-DNA Molekiile macht auch die von DORFLER und KLEINSCHMIDT

(1970) verwendete Auswertungsmethode mit Computer unméglich.

Die Verwendung eines internen Standards - z.B. eine DNA bekannter
Ldnge - 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 Verh#dltnissen
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 fiir
Hemophilus~DNA nach Spreitung der lysierten Sphaeroblasten

(MAC HATTIE et al. 1965).

Neben den methodenbedingten Mefifehlern widre - zur Erkldrung der
erheblichen Unterschiede in der Linge der Plastiden-DNA Mole-
kiile - denkbar, dal die Plastiden-DNA, dhnlich den Verhdltnissen
der Mitochondrien-DNA, in monomerer bis oligomerer, circulidrer

Form vorliegt.

Ringférmige DNA von relativ einheitlicher Konturldnge ist in
Chloroplasten von Euglena graiclis (4Of1m), Spinacia oleracea
(44/um) und Zea mays (43f1m) nach Pronase-SDS und Phenolextrak-
tion mit Spreitung in Proteinmonolayer nachgewiesen worden
(MANNING et al. 1971, 1972). Aufgrund dieser Ergebnisse darf

man annehmen, dafl 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 Scherkrdfte bei der Phenolextraktion zerbrochen ist.
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Das Histogramm phenolextrahierter Etioplasten-DNA zeigt ein
Verteilungsmaximum fir 3 - 5}1m lange DNA. Dieses Ergebnis
resultiert aus der Lidngenverteilung aller mefbaren Bruchstiicke
()(),1}1m). Klammert man unerlaubterweise diese kurzen Stiicke
bei der Lingenverteilung aus (WONG und WILDMAN 1972, CHATTORAJ
1971), so ergibt sich ein falsches Bild von den realen Verhdlt-

nissen.

Im Gegensatz zur Phenolextraktion erhdlt man nach der 'one step
release'~Methode heterogene Lingen von membranassoziierter Pla-
stiden-DNA. Fiir Acetabularia fanden WOODCOCK und BOGORAD (1970)
variierende Lingen von 50 - 1000}1m. DNA aus osmotisch lysier-
ten Plastiden von Spinat hat Lidngen von 20 - 160}1m (WOODCOCK
und FERNANDEZ-MORAN 1968). Die Lidngenverteilung von Etioplasten-
DNA der Gerste liegt im Bereich von 20 - 400}1m mit einem Maxi-

mum bei 40/um.

Denkbar wire, daR - zur Interpretation der zum Teil methodenbe-
dingten divergierenden Ergebnisse - Plastiden-DNA, wie Mitochon-
drien-DNA in circuldrer monomerer bis oligomerer, méglicherweise
verketteter Form vorliegt (HUDSON et al. 1968), PAOLETTI et al.
1972). Etioplasten-DNA kdénnte demnach Konturldngen von n x 40}1m
besitzen, wobei 'tandem repeats' innerhalb eines Monomeren und
Wiederholungen gleicher Nucleotidsequenzen in den Oligomeren
auftreten kénnten (WELLS und BIRNSTIEL 1969, BASTIA et al. 1971).

Da die Etioplasten-DNA polyfibrilldrer mit mehreren, getrennten
Stellen einer Membranregion assoziiert, ist anzunehmen, daf}
mehrere getrennte Molekiile 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 auszuschlieflen, daf es sich um ein einziges
DNA-Molektil handelt, das an mehreren getrennten Stellen mit der
Membran assoziiert ist. Im letzteren Falle ldgen mehrere, ge-
trennte Membrananheftungspunkte fiir ein Plastidenchromosom vor;
eine Situation, vergleichbar den Verhdltnissen 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 héherer Pflanzen sind verschieden:
Chloroplastenribosomen haben Sedimentationskoeffizienten von
ungefdhr 70 Svedberg Einheiten (S) gegeniiber 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-
phyceenarten: 68,4 S, TAYLOR und STORCK 1964).

Der Unterschied im Sedimentationsverhalten undissoziierter
Monosomen vom 70 S- bzw. vom 80 S-Typ 14Rt sich auch auf deren
Untereinheiten und ihre ribosomalen Ribonucleinsduren (rRNA)
ibertragen (TAYLOR et al. 1966, STUTZ und NOLL 1967). Chloro-
plastenribosomen besitzen drei Typen von RNA: hochmolekulare
TRNA 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 héheren Pflanzen haben rRNA mit an-
gendherten S-Werten von 25 S, 18 S und 5 S (LOENING und INGLE
1967), fiir 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 Mobilitdt in Polyacrylamidgelen (DYER
und LEECH 1968, DYER et al. 1971) und ihrem séuienchromatogra—
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 Primdrbldttern der Gerste durch
Coelektrophorese'mit rRNA-Standards von E. coli mit bekannten
S-Werten (23 S, 16 S) mach ihrer Trennung in Polyacrylamidgelen
bestimmt. Weiter interessierte die Frage, inwieweit sich die
Methode der Molekulargewichtsbestimmung durch elektronenmikros-
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Hordeum vulgare
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Coelektrophorese von rRNA aus E. coli mit Nuclein-
sduren von Hordeum vulgare in 2,4%igen Polyacrylamid-
gelen (Trenndauer 4 Stunden, 5 mA/Gel). Die Pherogramme
zeigen die getrennten Fraktionen des Nucleinsidureextrak-
tes von etiolierten Gerstenblédttern (Probenmenge: 110/1g)
und Eichsubstanzen von rRNA aus E. coli in den Ober-
gelen (Probenmenge ZOflg 16 S RNA, ZOg;g 23 S RNA). Die
Eichsubstanzen wurden’nach MAK-Fraktibnierung der Nuc-
leinsduren von RNase-freien E. coli gewonnen (Miles
Laboratories, Inc.). Nach Coelektrophorese von E. coli
RNA und Nucleinsduren von Gerste (oberes Pherogramm)
haben 23 S RNA und 16 S RNA aus E. coli und aus Etio-
plasten gleiche Mobilitdt (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 filir
hochmolekulare rRNA vergleichen 1ldRt.

Bei Verwendung zusammengesetzter Polyacrylamidgele (294%igés
Obergel, 7,5%iges Untergel, SPREY 1972) trennen sich unter den
bei LOENING (1967) angegebenen Bedingungen folgende Nuclein-
sdurefraktionen in Richtung abnehmender Molekulargewichte im
Obergel auf: DNA, 25,5 S, 23 S, 18 S und 16 S. Im Untergel
(7,5%) lassen sich die 5 S und 4 S RNA auftrennen. Die 5 S RNA
kann in hochkonzentrierten Gelen (12,5 und 15%) in ihre cyto-
plasmatische und plastididre Komponente weiter aufgetrennt wer-
den (SPREY, in Vorbereitung).

Nach der Coelektrophorese von rRNA aus E. coli mit Nucleinsiure-
extrakten aus acht Tage alten, eticlierten Primidrblidttern der
Gerste (Sorte 'Bido') in Polyacrylamidgelen hat die rRNA aus

E. coli gleiche Mobilitdt wie die 23 S und 16 S vRNA der Etio-
plasten (Abb. 50, 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-
stiddiren 23 S RNA flihren kann (INGLE 1968, DYER et al. 1971,
LOENING und INGLE 1967). Im Falle der Nucleinsidure-Extraktion
aus etiolierten Primdrblidttern der Gerste wurde deshalb das

Blattmaterial in eisgekiihlten MOrsern zerrieben.

In Polyacrylamidgelen ist das Verhdltnis der Mobilitdt der Ribo-
nucleinsduren 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 flir die 16 S RNA und
4,5 + 0,4 cm fiir 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 S und 18,0 S (Abb. 52).

DRNA 268 235 185 16S

’ ’ % a f ~ Hordeum vulgare + E. coli (23S, 16 S)

E.coli 238+168

E.coli 23S
E.coli 168

Hordeum vulgare

s

2.4%iges Gel

Abb. 51: Gelelektrophoretische Trennung von rRNA aus E. coli
und dem gesamten Nucleinsdureextrakt von etiolierten
Gerstenblidttern (Trennbedingungen wie Abb. 50). Die
Nucleinsduren wurden mit 1-Athyl-2-3 (1-dthyl-naphto
1,2 thiazolin-2-yliden)=-2-methyl-propenyl-naphto 1,2 d
thiazoliumbromid differentiell angefdrbt. Die linke
Bande im Nucleinsdureextrakt von Hordeum vulgare und
in der Coelektrophorese mit E. coli rRNA enthdlt DNA

Fliir 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
tiber die Spreitung von TRNA 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 zweistiindiger Zentrifugation
(Ti-50 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 Primdrblidtter
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Abb. 52: Beziehung zwischen Svedberg-Einheiten und elektropho-
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retischer Mobilitdt von hochmolekularer RNA in 2,4%igen
Polyacrylamidgelen
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Histogramm der Lingenverteilung vomn rRNA aus 70 S-
Ribosomen von Etioplasten der Gerste. Insgesamt
wurden die Lingen von 208 elektronenmikroskopisch
abgebildeten Molekiilen vermessen und in GréBenklassen
von je 0,1/um eingeteilt (links)

Histogramm der Lingenverteilung von vRNA aus 80 S-Ribo-
somen der Gerste. Durch Nachvergrdferung elektronen-
mikroskopisch abgebildeter rRNA (Sekunddrvergrdlerung:
100 000-fach) wurden die Lingen von 190 Molekiilen mit
einem Lingenmesser 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"% M Phosphatpuffer (pH 6,8), der 10”4 M EDTA
und 4% Formaldehyd enthielt, geldst und bei 45°C denaturiert
(15') und schnell abgekithlt (HIGHTON und BEER 1963). Die rRNA
wurde in einem Proteinmischfilm gespreitet und Pt-kegelbedampft
(KLEINSCHMIDT 1968).

Das Histogramm der Molekiilldngen flir rRNA aus 70 S-Ribosomen der
Etioplasten hat nach der Spreitung und der elektronenmikrosko-
pischen Abbildung ein Verteilungsmaximum bei O,65}1m bzw. 1,15}1m
(Abb. 53). Fiir die cytoplasmatischen 80 S-Ribosomen ergibt sich
ein Verteilungsmaximum bei O,85f1m und 1,30/1m (Abb. 54). Setzt
man voraus, daB die elektronenmikroskopisch bestimmten Vertei-
lungsmaxima fiir rRNA mit den gelelektrophoretisch bestimmten
S-Werten korrelieren, dann 148t sich das Molekulargewicht der
TRNA berechnen. Die Bestimmung der Molekulargewichte (M.W.) der
elektronenmikroskopisch abgebildeteh Polynucleotidketten (Abb.
55) geschah nach folgender Beziehung:

_ Molekiilldnge in 3

3 17 x mittleres M.W. eines Nuqleotids,
H

M.W.

wobei 3,17 der Basenabstand in X flir gespreitete Virus-RNA ist
(GRANBOULAN und SCHERRER 1969). Der Basenabstand ist kaum von
der Basenzusammensetzung, jedoch stark von den jeweiligen physi-
cochemischen Bedingungen bei der Spreitung abhidngig (ERICKSON
und BEER 1967). Als mittleres Molekulargewicht pro Nucleotid
wurde 320 angenommen. Danach ergibt sich fiir die 23 S und 16 S
RNA der plastiddren Ribosomen ein Molekulargewicht von 1,16 bzw.
0,65 x 106. Die 25,5 S und die 18 S RNA aus den cytoplasmati-
schen Ribosomen haben nach der oben angeflihrten Beziehung Mole-

kulargewichte von 1,31 bzw. 0,86 x 106.

Die berechneten Molekulargewichte fir die 25,5 S und 23 S RNA
stimmen mit den von LOENING (1968) angegebenen Molekulargewichten
fir 25 S (1,27 - 1,31 x 10%) und 23 s (1,07 - 1,11 x 10°%) dber-
‘'ein. Abweichungen bis 12% ergeben sich bei der Berechnung der

Molekulargewichte unter Verwendung des mittleren Basenabstandes
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Elektronenmikroskopische Abbildung von rRNA aus
plastiddren 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 Molekiil in Abb. 55c dlrfte mit
25,5 S RNA identisch sein, die kurze RNA in Abb.
55d entspricht der 18 S RNA. Die in Cytochrom ¢
gespreitete RNA wurde unter einem Winkel von 6©
mit Platin kegelbedampft.
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o)
von 3,16 A fiir 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 iiber die elektronenmikroskopische
Abbildung einstridngiger Polynucleotidketten sind bisher an TMV-
Viren (KISSELEV, GAVRILOVA und SPERIN 1961, HIGHTON und BEER
1963) und TYMV-Viren (JOHNSON und HILLS 1963) durchgefiihrt wor-
den. Dariiber hinaus liegen Abbildungen von rRNA aus E. coli,
Bacillus cereus, Erythroblasten, Hela-Zellen und aus Bombyx

mori sowie von TRNA aus Leber verschiedener tierischer Herkunft
vor (DANON, MARIKOVSKY und LITTAUER 1961, GRANBOULAN und SCHERRER

1969).

Unsere Untersuchungen zeigen, daf die Abbildung und Klassifi-
zierung von rRNA aus 70 und 80 S-Ribosomen héherer Pflanzen auf-
grund ihrer Lingenunterschiede méglich ist. Die Berechnung der
Molekulargewichte der 25,5 S und 18 S bzw. 23 S und 16 S RNA
nach Spreitung, Pt-Kegelbedampfung und elektronenmikroskopischer
Abbildung deckt sich gut mit den aus der Literatur bekannten
Werten (SPIRIN 1963, LOENING 1968). Zu beriicksichtigen ist fer-
ner, daB eine weitere Pridzisierung in der elektronenmikrosko-
pischen Molekulargewichtsbestimmung erreicht werden kann. So
wird sich durch weitere Reinigung der Ribosomenprdparationen
mit Hilfe mehrmaliger Zentrifugation‘und der Fraktionierung der
TRNA im Saccharosegradienten eine eindeutigere Verteilung der

Maxima in den Histogrammen erreichen lassen.
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X. Synthese ribosomaler RNAs wihrend 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 hdheren Pflanzen lichtunabhdngig, z.B. die
Genese der Etioplasten aus Proplastiden und die damit verbunde-
nen Synthesen pufferldslicher Stromaproteine (z.B. Eniyme des
reduktiven Pentosephosphatweges) und der wasserunldslichen
Membranproteine der flir Etioplasten typischen Prolamellarkérper.

Etioplasten vermdgen nucledre und organellspezifische, genetische
Information mit Hilfe plastideneigener Translation in signifi-
kante Mengen von Stromaproteinen lichtunabhidngig umzu- ’

setzen. So ist der Gehalt an plastidenspezifischem Fraction I-
Protein in etiolierten und griinen Blidttern von Phaseolus unge-
fidhr gleich (BOARDMAN 1966). Die Aktivitdt der mit dem Fraction
I-Protein assoziierten Ribulose-1,5-diphosphat Carboxylase be-
trdgt in etiolierten Bldttern von Secale 38%, Transketolase 64%,
Phosphoriboisomerase 57% (FEIERABEND und PIRSON 1966), NADP-
Glycerinaldehyd-Phosphatdehydrogenase aus etiolierten Phaseolus-
Bldttern 24% (MARGULIES 1965), Plastiden RNA-Polymerase 15%
(BOGORAD 1967) und PEP-Carboxlase aus etiolierten Maisbldttern
14% (GRAHAM et al. 1968) der Aktivitédt griiner Blitter.

Wenngleich Synthesen und Aktivitdten plastidenspezifischer Enzyme
in Etioplasten betrichtlich sind, ko6nnen sie durch Belichtung

um den Faktor 1 - 3 im Falle der oben erwdhnten Getreidearten

und etwa bis zum Faktor 10 im Falle von Bohnenblidttern gestei-
gert werden. Die Photoregulation der Synthesen und Aktivitédten
von Plastidenenzymen gilt also nicht absolut; sie ist zudem
weitgehend von Art, Entwicklungsstatus und Umweltbedingungen

der Pflanzen abhéngig.

Inwieweit ist im Falle der Etioplastengenese die lichtunabhingige
Proteinsynthese und im Falle der Chloroplastengenese die photo-
regulierte Proteinsynthese mit Verdnderungen auf dem Niveau der

Translation und Transcription verbunden?
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Der Synthese von Plastidenproteinen in der lichtabhidngigen Er-
grinungsphase von Euglena gracilis geht die Synthese von rRNA
voran {SCOTT et al. 1971). Licht hat, im Gegensatz zu den Ver-
hdltnissen bei Hordeum vulgare, einen groflen morphogenetischen
EinfluB auf die Blattexpansion von Phaseolus vulgaris-Blédttern.
Die GroBe der Plastiden und die Synthese von rRNA wird durch
ein Phytochrom-abhédngiges System reguliert (MEGO und JAGENDORFF
1961, SCOTT et al. 1971). In Raphanus-Cotyledonen stimuliert
WeiBlicht 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 gegeniiber den etio-
lierten Keimlingen erh8ht, nimmt aber mit zunehmendem Blatt-
alter ab. Der Gehalt an piastidﬁrer TRNA etiolierter Blitter
steigt mit zunehmendem Alter, so daB der Gehalt an 23 S und

16 S RNA in alten Blattstadien etwa gleich groff ist (INGLE 1968).
Ein lichtinduzierter Einflufl auf die rRNA-Synthese (23 S, 16 S)
ist fiir Zea meays und Vicia faba nachgewiesen (DYER et al. 1971,
LOENING und INGLE 1967).

Da Entwicklung und Expansion der Blidtter hdéherer Pflanzen im
Etiolement stark Variieren (WILLIAMS 1956), sollte eine Gene-
ralisierung des Zusammenhanges der Kinetik von plastididrer rRNA
und der Chloroplastengenese vermieden werden, zumal durch die
Untersuchungen von BOARDMAN (1966) bekannt ist, daf in 12 - 15
Tage alten etiolierten und griinen Phaseolus-Bldttern der Gehalt
an 70 S Ribosomen gleich ist. Gleiches gilt auch fiir etiolierte
und grine, dltere ( »5 Tage) Primdrbldtter von Hordeum und Tri-
ticum: hier ist die durch Belichtung induzierte Chloroplasten-
entwicklung mit keiner Veridnderung 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 Abhidngigkeit von der taxonomischen Stellung -
hdufig lichtunabhdngig (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 Fdllen ist zu erwarten,
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dafl Modus und Ausmall photoregulierter Prozesse widhrend der
Chloroplastengenese unterschiedlich ausgepridgt sein miissen.

Bei der lichtunabhingigen Entwicklung der Chloroplasten muf
eine lichtunabhidngige rRNA-Synthese vorhanden sein. In den
Fdllen bei Angiospermen, in denen Teilschritte der Plastiden-
entwicklung lichtunabhingig sind (Proplastide —— Etioplast),
kann Licht allenfalls quantitativen, jedoch keinen qualitativen
EinfluB auf die rRNA-Synthese der Plastiden haben. In den Fidllen,
bei denen vom Protochlorophyll, Phytochrom oder anderen Photo-
akzeptoren (HENNINGSEN 1967) absorbiertes Licht zur Komplettie-
rung eines funktionierenden Photosyntheseapparates bendtigt
wird (Etioplast —> Chloroplast), kann sekundir eine licht-
induzierte, plastiddre rRNA-Synthese stattfinden. '

Der Nachweis lichtinduzierter RNA-Polymeraseaktivitdt (BOGORAD
1967, POULSON und BEEVERS 1970, BOTTOMLEY 1970), die Isolierung
von Polysomen (WILLIAMS und NOVELLI 1968) und die selektive
Hemmung der DNA-abhédngigen RNA-Polymerase (BOGORAD und JACOBSON
1964) mit Antimetaboliten (z.B. Actinomycin D) zeigen, daB pho-
toinduzierte mRNAs bei der Entwicklung von Etioplasten zu Chlo-
roplasten synthetisiert werden miissen. BOARDMAN. (1966) nimmt
an, dafl dabei die bereits in den Etioplasten vorhandene 70 §
Ribosomengarnitur verwendet wird, chne dafl es zu einer Neusyn-

these von Ribosomen wdhrend der Chloroplastengenese kommt.

Im folgenden wird die Kinetik der plastideneigenen rRNAs widhrend
der Plastidenentwicklung in Primdrbldttern von Hordeum vulgare
untersucht. Mit gelelektrophoretischen (Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese) und chromatographischen (MAK-S&ule) Methoden wurde Vor=-
kommen und Verbreitung von ribosomalen RNAs (23 S, 16 S, 5 S)
wiahrend der Primdrblattentwicklung in Dunkelheit und im Licht
verglichen und der EinfiuB von verschiedenen Inhibitoren der

DNA- und RNA-Synthese auf die Nucleinsiuresynthese der Plastiden
und auf die substrukturelle Auspridgung der Chloroplastenstruk-

turen untersucht.

Karyopsen von Hordeum vulgare L. *Bido' wurden auf feuchtem Fil-
terpapier in groflen Petrischalen bis zu 9 Tagen kultiviert (210C).

Vor der Nucleinsdureextraktion wurden die Embryonen, Primir-
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bldtter bzw. Primidrblattspitzen Oberflidchen-sterilisiert (70%
Athanol 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 Leuchtstoffrthren, 5 kLux). Zur Untersuchung
gelangten trockene, freiprédparierte Embryonen aus 4 bzw. 24
Stunden eingequollenen Karyopsen, 3 und 5 Tage alte Primir-
bldtter und Primdrblattspitzen (5 cm) aus 7 bzw. 9 Tage alten

Kulturen.

Fiir die Inhibitorenexperimente wurden etiolierte Primdrblitter
oberhalb der Coleoptile abgeschnitten und vor der Belichtung
3 Stunden in die in dest. Wasser geldsten Inhibitoren gestellt.

Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung wurden Embryonen

bzw. 1 mm2 grofle Blattstiickchen mit Glutaraldehyd (6,25%, pH
7,2) fixiert, in Phosphatpuffer (pH 7,2) gewaschen und in 1%
OsO4 nachfixiert (pH 7,2), mit Athanol entwdssert und nieder-
viskdses Epon (SPURR 1969) Uberfithrt. Die Bldckchen wurden mit
Diamant-Messern (DuPont) geschnitten (Ultramikrotom: Sorvall)
und die Ultradlinnschnitte mit Bleicitrat kontrastiert (VENABLE
und COGGESHALL 1965) und im Elmiskop I (Fa. Siemens) elektronen-

mikroskopisch untersucht.

Die Extraktion der Nucleinsiduren wurde in eisgekiihlten MOrsern
nach der Phenol-Kresol-Methode von KIRBY und Mitarbeitern (1967)
durchgefithrt. Die Athanol-Kresol gefdllten Nucleinsduren (-ZOOC)
wurden abzentrifugiert und in SSC-Puffer (0,15 M NaCl, 0,015 M
Na-citrat (pH 7,15) geldst. Zur Elektrophorese wurden 100 -
200}1g gelSste Nucleinsduren mit wenig RNase-freier Saccharose
versetzt und auf die Trenngele durch Unterschichtung des oberen
'Elektrodenpuffers aufgetragen. Fir die Coelektrophorese von 23 S
und 16 S RNA aus E. coli (Miles Laboratories, Inc.) wurden je

ZOflg Nucleinsiduren aufgetragen.

Die gelelektrophoretische Trennung in Polyacrylamidgelen erfolgte
unter den von LOENING (1967) angegebenen Bedingungen. Die Elek-
trodenpufferldsung (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 Nucleinsiuren 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/Gelrﬁhréhen. Zur Be-

reitung des Gels mit 2,4% Monomer wurden gemischt:

4,15 ml E-Pufferldsung,

2,00 ml einer LOsung, die 15 g Acrylsdureamid und 0,75 g
N,N'-Methylenbisacrylsdureamid pro 100 ml der wdssrigen
Ldésung enthélt,

0,10 ml 10%iger Ammoniumperoxodisulfatldsung,

0,10 ml N,N,N',N'-Tetramethyldthylendiamin,

6,22 ml destilliertes Wasser.

Zur Bereitung des Gels mit 7,5% Monomer wurden gemischt:

1 ml einer L&sung, die pro 100 ml dest. Wasser 48 ml
0,1t n HC1, 0,23 ml N,N,N',N'-Tetramethyldthylendiamin und
36,6 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan enthilt.

2 ml einer'Lésung, die 30 g Acrylsdureamid und 0,8 g
N,N'-Methylenbisacrylsdureamid pro 100 ml der wissrigen
Lésung enthidlt,

3 ml einer Ldsung von 0,14 g Ammoniumperoxodisulfat in
100 ml dest. Wasser,

4 ml destilliertes Wasser.

Zur Trennung der niedermolekularen plastiddren und cytoplasma-
tischen 5 S RNA und der tRNA wurden 15% Gelsysteme verwendet.
Flir die Bereitung dieser Gele gilt die gleiche Zusammensetzung
wie flir 7,5%ige Gele. Es wird nur die Acrylsdureamidldsung
durch eine Ldsung ersetzt, die 60 g Acrylsdureamid und 1,6 g
N,N'-Methylenbisacrylsdureamid pro 100 ml Ldsung enthdlt.

Die getrennte DNA und RNA wurde colorimentrisch mit stains all
[1-Athyl-2,3-(1-Athylnaphto-1,2-thiazolin-2-yliden)=-2-methyl-
propenylnaphto-1,2-thiazoliumbromid] differenziert. Damit
lassen sich zur gleichen Zeit DNS, RNS und Proteine unterschied-
lich anfdrben. DNS liefert einen rot-violetten Farbton, RNS
liefert eine blaue Fdrbung. Zur Fidrbung werden die Gele fiir

12 bis 16 Stunden in essigsaurer Fidrbeldsung im Dunkeln inku-

biert und im Chromoscan (Fa. Joyce und Loebl) bei 260 nm in
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in einer Quarzkiivette (Lidnge 10 cm) photometriert. Zur quanti-
tativen Bestimmung der Einzelfraktionen wurde die Flidche durch
Integration Uber die Peakflédche bestimmt oder die Einzelpeaks
bei der Flidchenberechnung als angenidherte Dreiecke angenommen,
wobel als Basislinie die Mittellinie zwischen der Basislinie
einer Blindprobe und der minalen Absorption der Probe festge-
legt wurde (Abweichung fiir 25 S rRNA 3%, fiir 23 S und 18 S

und 16 S rRNA 1 - 2%).

Fir die Markierungsexperimente wurden die abgeschnittenen Pri-
midrblétter teilweise in tridgerfreier, wissriger 32P—Orthophos—
phatlésung (10 oder ZSfJCi/ml) fiir 3 Stunden in Dunkelheit
vorinkubiert. Zur Bestimmung der Radioaktivitit wurden die Gele
auf Trockeneis eingefroren und mit einem Gelschneidegerit
(Mickle Lab. Eng. Comp.) in 1 mm-Scheibchen zerlegt. Die Schnitte
wurden auf Filterpapier angetrocknet (2 Stunden 7OOC) und ihre
Radioaktivitdt im Fllssigkeitsszintillationsspektrometer (Tri-
Carb 3075, Fa. Packard) bestimmt. Die Szintillationsfliissig-
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 Nucleinsduren in Polyacrylamidgelen
wurden phenolextrahierte Nucleinsduren (50 - 200 0.D.) aus etio-
lierten, ergriinenden und griinen Blittern oder daraus isolierten
Plastiden (vgl. Kap. VIII) sdulenchromatographisch mit methy-~
liertem Albumin an Kieselgur (MAK) getrennt (SUEOKA und CHENG
1962). Die niedermolekularen Nucleinsduren wurden im linearen,
rhosphatgepufferten Gradienten bis 0,5 M NaCl (pH 6,9) eluiert.
Die DNA wurde im NaCl-Gradienten (0,5 - 1,0 M, pH 6,9) von der
MAK-Sdule gewaschen. Hochmolekulare, ribosomale RNA wurde mit
1,0 -~ 1,5 M NaCl Gradienten (pH 6,9) von der Sdule eluiert. Die
unterschiedliche Steilheit des NaCl-Gradienten (Beckman Gradien-
tenpumpe 131) ist in Abb. 44 angegeben. Die Absorption der ge-
trennten Nucleinsduren wurde bei 254 nm (Uvicord I) im DurchfluB
simultan mit der Bestimmung der Radioaktivitdt (Tri-Carb Durch-

fluﬁrateﬁeter, Modell 3022, Fa. Packard) registriert.

Die Entwicklung zu Etioplasten und Chloroplasten aus Proplasti-

den in belichteten bzw. unbelichteten Primidrbldttern der Gerste
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fihrt zu einer auffdlligen Veridnderung in der Ausgestaltung

des inneren Membransystems beider Plastidentypen. Im wesent-
lichen verlduft der ProzeB der Plastidenentwicklung nach dem

von MUHLETHALER 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 Primdrblidttern 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 Verdnderungen der Ultra-
struktur widhrend der Etioplastengenese. Die Proplastiden der
Embryonen sind von einer doppelten Plastidenhiillmembran um-
schlossen, deren innere fingerfdrmig in das Stroma eingestilpt
sein kann. Das Stroma der Proplastide ist weitgehend elektronen-
transparent: Plastoglobuli sind selten vorhanden. Wdhrend im
Cytoplasma dicht gepackte Ribosomen vorkommen, sind in den Pro-
plastiden keine oder nur wenige Ribosomen nachzuweisen. Auf-
fillige, elektronenmikroskopisch erfaBbare 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.

56, 57).

Deutliche Unterschiede in der Struktur des inneren Membransystems
lassen sich in den Plastiden von 2 und 3 Tage alten, etiolierten
bzw. belichteten Primdrbldttern nachweisen. Diese Etioplasten-
vorstufen besitzen perforierte Membranen, die von der inneren
Plastidenhiillmembran abgeschnlirt werden und die als Vorstufen

des Prolamellarkdrpers aufzufassen sind. Die fir dltere Blidtter
typische parakristalline Anordnung der Prolamellarklrper ist
jetzt noch nicht ausgebildet. Plastoglobuli und Uranylacetat~-
kontrastierbare Ribosomen sind im Plastidenstroma vorhanden

{(Abb. 56).

Entsprechende Differenzierungsstadien von Plastiden aus belich-
teten Primidrbldttern haben bereits die filir Chloroplasten typischen

Feinstrukturmerkmale. Sie besitzen wenige Stroma- und Grana-
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Etioplastenentwicklung in Embryonen und Primdrbldttern
von H. vulgare in Dunkelheit: O, 48, 72 Stunden (linke
Spalte, von oben nach unten); 96, 120, 168 Stunden
(rechte Spalte, von oben nach unten)



- 127 -

thylakoide. Der Durchmesser dieser Jungchloroplasten ist noch
wesentlich kleiner als der von Chloroplasten 9 Tage alter Pri-
mdrbldtter. Ihr Stroma enthdlt Plastoglobuli und Ribosomen

(Abb. 57).

Die Ausbildung der typischen parakristallinen Anordnung der
‘Prolamellarkérpermembranen beginnt mit dem vierten Tag der
Blattentwicklung. Etioplasten von 5,7 und 9 Tage alten Primir-
blattspitzen besitzen kristallin angeordnete Prolamellarkdrper,
deren Durchmesser mit zunehmendem Blattalter wdchst (Abb. 56).
Elektronenstreuende Plastoglobuli sind tiberwiegend in den Pro-
lamellarkdrpern oder haufenartig in dichtester Packung an der
Peripherie des Prolamellarkdrpers verteilt. Ribosomen liefien

~sich in allen untersuchten Etioplasten nachweisen.

In diesem Zusammenhang sind dc-Trennungen der Chlorophyllide
aus den jungen, etiolierten Primdrblattstadien nach der bei
SCHNEIDER (1967) angegebenen Methode von Interesse. Dunkelge-
keimte, zwei bzw. drei Tage alte Primdrbldtter von H. vulgare
besitzen bereits Protochlorophyll(id), ohne daf - unter ultra-
strukturellen Aspekten - parakristalline Prolamellarkérper in
den Etioplasten ausgebildet sind. Die in diesen jungen Etio-
plasten vorherrschenden Membranen sind porése, perforierte,
fldchig ausgebildete Schichten (sheets), wie sie von WEIER und
BROWN (1970) beschrieben worden sind. Unter Beriicksichtigung
der Untersuchungen von SCHIFF und KLEIN (1972) an Phaseolus
vulgaris sollte es sich in diesem Falle um bei 637 nm absor-
bierendes Protochlorophyll(id) (P637) handeln, widhrend P650
spdter - zusammen mit der Kristallgitterstruktur in typischen,

dlteren Etioplasten - auftritt.

Chloroplasten aus vergleichbar alten griinen Primdrblattspitzen

haben flidchig angeordnete Stroma- und Granathylakoide. Die Pla-
stoglobuli sind solitdr zwischen den Thylakoiden verteilt. Das

Stroma ausdifferenzierter Chloroplasten enthdlt Ribosomen in

monosomaler Anordnung (Abb. 57).

Den unterschiedlichen Differenzierungsstadien der Plastiden

wdhrend der Etio- bzw. Chloroplastenentwicklung lassen sich
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Chloroplastenentwicklung in Embryonen und Primir-
bldttern von H. vulgare widhrend kontinuierlicher -
Belichtung (5 kLux). Belichtungsdauer: O, 48, 72
Stunden (linke Spalte, von oben nach unten); 96, 120,
168 Stunden (rechte Spalte, von oben nach unten)
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qualitative Verdnderungen der hochmolekularen, plastiddren

TRNA (23 S, 16 S) zuordnen. Nach gelelektrophoretischer Tren-
nung der Nucleinsiuren 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. Plastiddre, hochmolekulare RNA ist in den
Pherogrammen von Nucleinsduren proplastidenhaltiger, embryonaler
Gewebe nicht vorhanden, wenn auf die Polyacrylamidgele die flir
Nucleinsduretrennungen libliche Probenmenge aufgetragen wird
(Abb. 58).

Dieses Ergebnis bestdtigt die elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen der Ultrastruktur von Proplastiden in meristematischen
Geweben von eingequollenen Karyopsen. Im weitgehend ER-freien
Cytoplasma sind liberwiegend cytoplasmatische Ribosomen vorhanden.
Das Proplastidenstroma enthdlt keine oder nur wenige Ribosomen.
Wenn die TrennrShrchen mit Nucleins&duren liberladen werden

( >200}1g), 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 por6sen Membranen und Prolamellarkdrper-dhnlichen
Vorstufen ist mit dem Auftreten von 23 S und 16 S RNA korre-
liert. In 3 Tage alten etiolierten Bldttern (Blattldnge 2 - 2,5
cm) ist die plastiddre, hochmolekulare RNA als schwache Schulter
im Bereich der 23 S und 16 S RNA angedeutet (Abb. 58). In den
Densitogrammen gleichalter, griiner Primdrbl&dtter mit Jungchloro-
plasten sind kleine, aber deutliche abgesetzte 23 S und 16 S
RNA-Banden zu erkennen (Abb. 58).

Fiinf Tage alte und &dltere (7 - 9 Tage) Spitzen von Primdrbléttern
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 S und 16 S RNA

ist in belichteten und unbelichteten Primdrbldttern gleich und
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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
plastiddren rRNA-Komponenten der Embryonen und junger Primir-
bldtter ergibt bei ihrer Entwicklung bis zum fiinften Tag der
Blattentwicklung eine rapide Zunahme des 23 und 16 S RNA-Gehal-
tes. In dlteren Primdrbldttern bleibt die Gesamtmenge der hoch-
molekularen Plastiden-rRNA konstant (Tab. X).

Licht scheint nur in jungen Primidrbldttern einen (geringen)
Einflufl auf den Gehalt an ribosomaler, plastiddrer rRNA zu
haben. In 3 Tage alten griinen Primdrblidttern ist die 23 S und
16 S RNA um 3% gegeniiber den etiolierten Primdrbl&ittern erhoéht.
Inwieweit diese leichte Zunahme des rRNA-Gehaltes in jungen,
griinen Primdrbldttern Ausdruck einer erhShten Plastidenanzahl
ist, - d.h. mdoglicherweise gleicher rRNA-Gehalt pro Plastide -
wurde nicht untersucht. Keine Unterschiede im Gehalt ribosoma-
ler rRNA ergeben sich fiir dunkelgekeimte Blétter mit ausdiffe-
renzierten Etioplasten und. kontinuierlich belichteten BliAttern

mit Chloroplasten, die dlter als 5 Tage waren.

Das Verhdltnis der 25 S zu 18 S RNA betrdgt 1,4 - 1,5 und ist
in allen untersuchten etiolierten und griinen Blattentwicklungs-
stadien gleich. Das aufgrund der Absorptionsverhdltnisse bei
260 nm berechnete Verh&dltnis 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 ErhShung dieses Quotienten
fiihren wiirde, wurde nicht vorgenommen, weil unter den oben ange-
fiihrten 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 hdéheren Pflanzen aufgrund der Absorptionsver-
hdltnisse von 23 S und 16 S RNA gleiche Mengenverhdltnisse fur

plastiddre rRNA unterschiedlichster taxonomischer Herkunft.

Die Ergebnisse der gelelektrophoretischen Trennung von plasti-
denspezifischer, hochmolekularer RNA aus Plastiden unterschied-

lichen Differenzierungsgrades zeigen, dafl im Falle von Hordeum
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Tab. X

Prozentuale Verteilung einzelner Nucleinsidurefraktionen aus belichteten (5 kLux, WeiBlicht) und etiolierten
Primdrblidttern der Gerste (Mittelwerte aus 3 Versuchen)

Versuchsdauer DNA 25 S 23 S ' 18 S 16 S 58S 4 S
etiol., bel. {etiol., bel. |etiol., bel. |etiol., bel. |etiol., bel. [etiol., bel. | etiol., bel.
24 Stunden® 13.7  13.4 | 28.3  30.3 - - 19.5  20.0 - - 6.8 5.0 31.4  27.2
72 Stunden 11.7 10.8 25.2 26.0 7.6 10.1 14.4 18.0 7.7 10.2 6.7 5.3 26.7 18.5
120 Stunden 13.8 17.4 23.5 23.4 10.7 10.8 16.5 16.4 10.8 10.8 6.2 5.9 19.1 15.2
168 Stunden 12.6 13.3 20.6 22.4 11.7 11.8 14.7 16.6 12.3 11.8 5.9 5.4 22.7 18.9
216 Stunden 17.7 14.1 22.7 21.0 12.6 11.3 15.7 15.7 11.5 12.3 6.7 5.2 18.5 20.4
# - .. -
freiprédparierte

Embryonen



- 133 -

keine Stimulierung durch Licht induziert wird. Setzt man voraus,
daBl die Zahl der Etioplasten und Chloroplasten pro Zelle in den
untersuchten Primdrblattspitzen gleich ist (SMITH 1970), dann
haben Etioplasten und Chloroplasten der ausdifferenzierten
Primdrbldtter bzw. Primdrblattspitzen von H. vulgare den glei-
chen Gehalt an hochmolekularer ribosomaler RNA. In jungen 3 Tage
alten, grliinen Primdrbl&ittchen ist der Gehalt an 23 S und 16 S
leicht erh6ht. Denkbar widre, daB in diesen Jungchloroplasten

aus belichteten Kulturen vermehrte Plastidenteilungen gegeniiber
den Dunkelkontrollen stattfinden, ohne dafl de facto eine Er-
hohung 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-
gefiihrten Untersuchungen und entsprechenden, von SCOTT und Mit-
arbeitern (1970) an Triticum-Keimlingen mit gelelektrophoreti-
schen Methoden durchgeflihrten Arbeiten. Danach ergibt sich in

der friihen Phase der Blattentwicklung (3 - 5 Tage) eine starke
Zunahme von 23 S und 16. S RNA, die in den grinen Blidttern ge-
geniiber den etiolierten leicht erhdht sein kann. Altere Blatt-
spitzen (5 - 7 Tage) haben den gleichen Gehalt an hochmoleku-

larer, plastiddrer rTRNA.

Die niedermolekulare RNA wird in den 7,5%igen Untergelen in eine
5 S und 4 S-Bande getrennt (Abb. 58). Dabei ist kein wesent- -
licher qualitativer Unterschied zwischen beiden Versuchsansdtzen
unter den oben beschriebenen Trennbedingungen zu erkennen. Em-
bryonen und 3 Tage alte Primdrbldttchen dunkel- bzw. lichtge-
keimter Pflanzen haben einen relativ hohen Anteil an tRNA, der

mit zunehmendem Blattalter abnimmt (Tab. X).

Un eine weitere Auftrennung der 5 S RNA als Komponente der gréfle-
ren Untereinheit der 70 S bzw. 80 S Ribosomen zu erreichen,
wurden kleinporige Gele durch ErhShung 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 Gesamtnucleinsidureextrakt auf
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die TrennrShrchen aufgetragen: DNA und native hochmolekulare
TRNA wandern nicht oder nur geringfiligig in das 15%ige Gel ein.
Der Gelanfang ist dann jedoch hdufig mit denaturierten (?),
niedermolekularen RNA-Fraktionen durch setzt (Abb. 60).

Als Referenz zur Bestimmung der S-Werte fiir die niedermoleku-
lare RNA wurde 5 S RNA aus RNase-freien E. coli Stidmmen ver-
wendet. Die Nucleins&duren wurden mit Phenol aus E. coli in der
log-Phase extrahiert. Die hochmolekulare RNA wurde mit 2 M LiCl
bei 0°C gefdllt und auf MAK-S3dule getrennt. Das proteinfreie
Testpridparat (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 Mobilitdt von nieder-

molekularer rRNA aus E. coli mit 5 S RNAs aus H. vulgare;

- das Verhalten der plastiddren 5 S RNA in Abhédngigkeit von
der Plastidendifferenzierung in H. vulgare zu verfolgen. Dazu
wurden niedermolekulare RNAs aus Proplastiden-haltigen Embry-
onen und aus Etio- bzw. Chloroplasten-haltigen Primdrbldttern

verglichen.

In héheren pflanzlichen Organismen sind zwei Typen von Ribosomen
vertreten, die sich - neben unterschiedlichem Verhalten gegen-
tiber 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. Fir die
Stabilitdt ihrer Untereinheiten (50 S, 30 S) werden relativ hohe
Mg**-Konzentrationen (5 - 10 mM) bendtigt (BOARDMAN et al. 1965,
PETERMAN 1964, HSIAO 1964). Ihre Aktivitdt 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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Abb. 59: Elektrophorese von niedermolekularer RNA aus Embryonen
der Gerste (24 Stunden eingequollen, oberflidchensteri-
lisiert und freipridpariert), aus belichteten (5 kLux
Dauerlicht) und etiolierten Primidrbldttern der Gerste,
aus E. coli und Coelektrophorese von E. coli RNA mit
H. vulgare (7 Tage belichtet) - RNA. Anfdrbung mit
"stains all"

H. vulgare + E. coli .

E. coli 58

Hordeum vulgare (7 d., etiol.)

15%iges Gel

Abb. 60: Elektrophoresen und Coelektrophorese von niedermole-
kularer RNA aus Primdrbldttern 7 d alter, etiolierter
Gerste und von E. coli. Anfdrbung 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
hoherer pflanzlicher und tierischer Zellen. Sie besitzen Sedi-
mentationskoeffizienten von ungefihr 80 S, deren Untereinheiten
bei Mg++-Entzug in 60 S und 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-

tber Cycloheximid sensitiv (BOULTER 1970).

Neben den hochmolekularen rRNAs wurde eine weitere niedermoleku-
lare TRNA mit Sedimentationskoeffizienten von 5 S aus E. coli

und Saccharomyceslcerevisiae 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), Sdugetierleber (JACKSON
1966), verschiedene Cyanophyceenarten (PAYNE und DYER 1972),
Chlorella (t-1like RNA, GALLING 1967) und Bldtter von Vicia faba
(DYER und LEECH 1968). Diese dritte, ribosomale RNA ist essen-
tieller Bestandteil der grdfleren Ribosomenuntereinheit. Riboso-
men, denen die 5 S RNA fehlt, koénnen im zellfreien System keine
durch Polyuridylsdure gesteuerte Polyphenylalanin-Synthese durch-
flihren (SARKAR und COMB 1966). MOglicherweise 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 flir den evolutiondren Ur-
sprung von tRNA und 5 S RNA aus einer "ancestralen'" RNA von
gemeinsamer Nucleotid-Sequenz (MULLING et al. 1973).

Griine Bldtter hdéherer 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-S&ulen getrennt werden k6nnen (DYER und LEECH
1967, RUPPEL 1969). Die 5 S RNAs des Cytoplasmas und der Chloro-
plasten unterscheiden sich in ihrer elektrophoretischen Mobili-
tdt 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 Blidttern von
Zea mays sind - je nach Herkunft von plastidédren bzw. cytoplas-
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matischen Ribosomen - zwei 5 S RNAs mit unterschiedlichem Elu-
tionsverhalten im NaCl-Gradienten von der MAK-Siule eluierbar
(RUPPEL 1969). 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 jewelligen grdBeren Untereinheit (60 S, 50 S) der Monosomen

lokalisieren.

Anlafl fiir die folgende gelelektrophoretische Untersuchung nieder-
molekularer RNAs war der Umstand, daff sich nur wenige Arbeiten
mit einem Vergleich von 5 S RNA-Species aus Organismen unter-
schiedlicher taxonomischer Stellung befassen. Die Kinetik der
plastiddren 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. Widerspriichlich sind auch die Ergebnisse Uber die elek-
trophoretische Mobilit#dt beider 5 S RNA-Komponenten. Nach DYER
und LEECH (1968) hat die plastididre 5 S RNA groflere elektropho-
retische Beweglichkeit in Polyacrylamidgelen als die entsprechen-
de cytoplasmatische RNA-Fraktion. DYER und Mitarbeiter geben in
spdteren Arbeiten (PAYNE und DYER 1971, 1972) fir Chloroplasten-
5 S RNA langsamere elektrophoretische Beweglichkeit als fiir die
cytoplasmatische 5 S RNA Komponente an.

Nach gelelektrophoretischer Trennung niedermolekularer RNA aus
oberfldchensterilisierten (4 Stunden eingequollenen) Embryonen
von Hordeum vulgare erhdlt man eine langsam wandernde schmale
Fraktion und eine breitere Bande mit hdéherer 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, daf 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 zwel Fraktionen auf: eine langsam
wandernde, breite Bande und eine schmalere Bande mit héherer
elektrophoretischer Mobilitédt; letztere ist in den Pherogrammen
hdufig nur als schwach ausgepridgte Schulter abgesetzt (Abb. 59-
61). Die langsam wandernde breite Bande der 5 S RNA von E. coli
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und die langsam wandernde niedermolekulare RNA von Hordeum
vulgare-Embryonen haben gleiche elektrophoretische Mobilitidt
(Abb. 59, 61). Sie mufl mit der cytoplasmatischen 5 S RNA iden-
tisch sein, weil - nach der elektronenmikroskopischen Unter-
suchung - in den meristematischen Zellen der Embryonen fast
ausschlieflilich 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 zusdtzliche Bande mit grdflerer elektropho-
retischer Mobilitdt als die cytoplasmatische 5 S RNA auf. Diese
Bande ist in den Nucleinsduren aus griinen, mit Dauerlicht be-
lichteten und etiolierten, 7 Tage alten Primdrblidttern etwa
gleich stark ausgeprigt. Sie ist in den Densitogrammen der nie-
dermolekularen RNA aus Embryonen von H. vulgare nicht vorhanden
(Abb. 62). DaB es sich um eine plastididre 5 S RNA handeln muf},

14Bt sich rilickschlieBend folgern:

- Die Fraktion ist nur in Chloroplasten- bzw. Etioplasten-haltigen
Bldttern vorhanden und fehlt in den Pherogrammen der Nuclein-

sduren 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 entwicklungsgestfrten 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 erkldrt werden, als der relativ geringe
Gehalt plastiddrer rRNA (~2%) gegenliber dem hohen Anteil cyto-
plasmatischer TRNA bei der Trennung der Gesamtnucleinsiuren
mit den Methoden der Polyacrylamid-Gelelektrophorese nicht er-

faBt werden kann.

Der planimetrisch - aus den Pherogrammen von Nucleinsduren aus
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Abb. 62: Trennung niedermolekularer RNA in 15%igen Polyacryl-
amidgelen aus freipridparierten Gerstenembryonen (unten),
belichteten (5 kLux, Dauerlicht) und etiolierten Primir-
bldttern der Gerste (oben). Coelektrophorese von 5 S
RNA aus E. coli mit niedermolekularer RNA aus 7 Tage
belichteten (Dauerlicht, 5 kLux), grinen Primdrblidttern
(obere Reihe, links)
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7 Tage alten griinen oder etiolierten Blidttern - ermittelte
Gehalt an cytoplasmatischer 5 S RNA betridgt 3%; die plastidire
5 S RNA macht 2% der Gesamtnucleinsiuren aus. Das Mengenverhdlt-

nis der 5 S RNAs zur tRNA variiert von 1 : 6 bis 1: 8.

Aufgrund der Ergebnisse der gelelektrophoretischen Trennung
niedermolekularer Nucleinsduren aus Embryonen und Blidttern
der Gerste mit unterschiedlich ausgeprédgtem Differenzierungs-

grad ihrer Plastiden darf man schlieflen, daf:

- 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 plastiddren 5 S RNA erfolgt;

- die elektrophoretische Beweglichkeit der plastididren 5 S rRNA
grofler 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) stlitzen die Untersuchungen'von BROWN und LITTNA

(1966) tber die rRNA Synthese bel Xenopus levis. Danach werden
die 5 S RNA und beide cytoplasmatischen, hochmolekularen RNAs
parallel synthetisiert. In Vicia faba-Bldttern ist die lichtin-
duzierte Bildung der hochmolekularen rRNAs wdhrend der Chloro-
plastengenese aus Etioplasten mit einer Zunahme der plastidiren

5 S RNA verbunden. Albina-Mutanten von V. faba, die keine elek-
tronenmikroskopisch identifizierbaren Ribosomen im Plastiden~-
stroma 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-
stdtigen, daB die Existenz der plastiddren 5 S RNA mit dem Vor-
kommen von Ribosomen in diesen Zellorganellen verkniipft ist. In
Etioplasten und Chloroplasten von Zea mays ist 5 S RNA vorhanden;
in den weiflen Streckungszonen der Blattbasen von A. porrum, die
Leucoplasten enthalten, fehlt die plastiddre 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 erhirten,
wurden weitere Plastidentypen auf die Verbreitung von 23 S,
16 S und ihre 5 S RNA Uberprift.

X. 1. Verbreitung von rRNA in verschiedenen Plastidentypen

In Anlehnung an die Klassifizierung von Plastidentypen nach
MUHLETHALER (1971) wurde die Zusammensetzung des Nucleinsidure-
spektrums und der Einbau von 32P-Orthophosphat in Nucleinsduren
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 Nucleinsduren aus ergriinenden Primidrblidttern der
Gerste (drei Tage Etiolement, ein Tag Belichtung mit 2 500 Lux
WeiBllicht) und aus dunkelgekeimten Auslduferspitzen von Solanum
tuberosum getrennt. Ferner wurden die Nucleinsduren der weillen,
basalen Blattscheiden von Allium und der Bliitenbldtter von Nar-
cissus nach discelektrophoretischer Trennung untersucht. Das ab-
geschnittene Blattmaterial bzw. die Stolonenspitzen wurden 3
Stunden mit 32P-Orthophosphat (20)1Ci/m1) unter Belichtung

(2,5 kLux) inkubiert. Die Nucleinsduren wurden nach KIRBY und
Mitarbeitern (1967) extrahiert und 80 - 100}1g der in SSC-Puffer
geldsten Nucleinsduren in kombinierten Polyacrylamidgelen bei
einer Laufdauer von 4,5 Stunden (40C) 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 Linge; Untergel: 15% Monomer, 11 cm Lidnge)
weiter aufgetrennt (4 mA/Gel, Laufdauer 4 Stunden, 4°C). Die
hochmolekulare RNA wandert nicht in das Untergel ein.

Fir die pridparative 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. Wdhrend der Trennung wurde mit Innen-
und AuBenktihlung das Gel auf 4°c gekihlt. Das Eluat wurde im
Uvicord I (Fa. Colora) bei 254 nm photometriert und anschlielend
im Fraktionssammler aufgeteilt. Durch die variable Elutions-
steuerung kann die Stromungsgeschwindigkeit des Elutionspuffers
wdhrend der Trennung den Beweglichkeiten der aus dem Gel aus-
tretenden Fraktionen synchron angepafit werden. Dadurch bleiben
die ursprilinglich im Gel vorhandenen Konzentrationsverhidltnisse
erhalten. Synchron zum Abfall der Forderleistung der Elutions-
pufferpumpe werden Punktfolge und Papiervorschubgeschwindigkeit
heruntergesteuert (Abb. 63). Zur Trennung wurden 15%ige Gele mit
einer Ldnge von 5 - 7 cm verwendet. Bei einer Stromstidrke von

20 mA/Gel lagen die Trennzeiten zwischen 6 - 8 Stunden. Die Elek-
trodenpufferlésung und die Elutionspuffer hatten identische Zu-
sammensetzung und entsprachen den bei der analytischen Trennung

verwendeten Elektrodenpufferldsungen.

Die DNA und die hochmolekulare, ribosomale RNA (rRNA) aus jungen
Primdrblédttern der Gerste mit Chloroplasten trennen sich in den
2,4%igen Obergelen in finf Banden auf. Neben der DNA sind 25 S
und 18 S RNA als Bestandteile der cytoplasmatischen 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 densitometrisch nachweis-
baren Nucleinsiurefraktionen aus den jungen, ergriinenden Blittern
sind 22P-markiert (Abb. 65).

Nach discelektrophoretischer Trennung der Nucleinsiduren aus
Stolonen von Solanum tuberosum mit Amyloplasten sind in den
2,4%igen Obergelen DNA und nur rRNA vom 25 S und 18 S Typ vor-
handen. Diese Banden sind radioaktiv markiert. Die rRNA aus
Amyloplastenribosomen 148t sich gelelektrophoretisch nicht
nachweisen (Abb. 65). Im Stroma der Amyloplasten und Leucopla-
sten lassen sich jedoch wenige - in bezug auf die grofle Anzahl

der cytoplasmatischen Ribosomen - Plastidenribosomen elektronen-
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Abb. 63: Apparative Anordnung der prdparativen Gelelektrophorese
zur Trennung niedermolekularer RNA.
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mikroskopisch nachweisen. Das Beispiel beider Plastidentypen
verdeutlicht, daR die Existenz weniger Plastidenribosomen nur
elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden kann. Die Methode
der Discelektrophorese ist in diesem Falle; d.h. bei einem re-
lativ groBlen Gehalt an 80 S Ribosomen, nicht ausreichend, um
geringe Konzentrationen der rRNAs aus 70 S Ribosomen nachzu-

welsen.

In den Pherogrammen der Nucleinsduren aus gelblich-weiflen Blatt-
basen 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 32p 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 Nucleinsduren aus Bliitenbldttern von Narcissus mit
Chromoplasten 148t 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 liellen
sich keine Plastidenribosomen nachweisen. Im Cytoplasma sind
Ribosomen vorhanden,und ihre RNAs trennen sich nach Discelektro-
phorese in ihre 25 S und 18 S Anteile auf (Abb. 65).

58S 45 RNA

3‘ r "~ Hordeum vulgare

AL R R TR

Allium porrum
| 11 i

2.8%. . 7.5%

Abb. 64: Trennung von Nucleinsiuren aus H. vulgare mit Chloro-
plasten und A. porrum mit Leucoplasten in zusammen-
gesetzten Polyacrylamidgelen. Anfidrbung mit 'stains
all' (s. Text)

Méglicherweise 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 zuriickzufiihren. Andererseits wire denkbar, dafl art-
spezifische Unterschiede oder der unterschiedliche Differen-
zierungszustand der Daucus-Chromoplasten den geringen RNA
Gehalt erkléren.

Bei Verwendung langer, hochkonzentrierter Gele (7,5 - 15% Mono-
mer-Konzentration) 148t sich die 5 S RNA weiter auftrennen. Im
Falle der chloroplastenhaltigen Primidrblidtter 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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Aufgrund des Vergleiches unterschiedlicher Plastidentypen liegt
es nahe anzunehmen, daB im Falle griiner Gerstenblidtter die obere
5 S Bande mit der geringeren elektrophoretischen Mobilitdt RNA
cytoplasmatischer Herkunft ist, widhrend die zweite 5 S RNA Bande
mit erhdhter elektrophoretischer Beweglichkeit aus den Chloro-
plasten stammt. Das Vorkommen dieser plastididren 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-Flichen
in den Densitographien ermittelt. Die cytoplasmatische 5 S RNA
macht im Falle von Hordeum 18,2% der gesamten niedermolekularen
RNA (entsprechend 3% der gesamten Blattnucleinsiuren) aus. Die
den Chloroplasten zuzuordnende 5 S Bande besitzt 11,2% der nie-

dermolekularen RNA (entsprechend 2% der Gesamtnucleinsduren).

Es konnte gezeigt werden, daB 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-
stenhaltiger Blidtter von Allium (unverdffentlicht) und Hordeum
mit chloroplastenfreien, basalen Blattbasen von Allium lief
sich ermitteln, daf die 5 S RNA Bande mit der gréfleren elektro-
phoretischen Beweglichkeit aus den Chloroplasten stammt. Die

5 S8 RNA des Cytoplasmas hat geringere elektrophoretische Mobi-
litit.

Diese - mdéglicherweise auf unterschiedlichen Ladungsverh#dltnissen
beruhenden - Trenneigenschaften der 5 S RNAs in den analytischen
Gelen lassen sich auch zur priparativen Trennung verwenden. Mit
Hilfe der prdparativen Discelektrophorese liefen sich beide 5 S
Fraktionen reproduzierbar trenﬁen (Abb. 67), so daB eine weitere

Analyse der beiden 5 S RNA Fraktionen mdglich 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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Elektropherogramme niedermolekularer RNA aus chloro-
plastenhaltigen (H. vulgare) und leucoplastenhaltigen

Blittern (A. porrum)

Abb. 66:
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Abb. 67: Priparative Trennung niedermolekularer RNA aus
H. vulgare (7 Tage alte Primdrblidtter) mit der

in Abb. 63 angegebenen Trennapparatur
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tischen 5 S RNA bestdtigt im wesentlichen die Untersuchungen

von DYER und LEECH (1968). Danach besitzt die plastididre 5 S

RNA groBere Mobilitdt 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) Uber 5 S RNA aus Vicia
faba und aus Cyanophyeeen. 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 Mobilitdt und dem Logarithmus des Molekulargewichtes

fir cytoplasmatische 5 S RNA ein Molekulargewicht von 37 900
(118 Nucleotide) und fiir 5 S RNA aus Chloroplasten ein Moleku-
largewicht von 39 500 (122 Nucleotide).

Coelektrophoresen von 5 S RNAs unterschiedlicher taxonomischer
und intrazelluldrer Herkunft ergaben flr cytoplasmatische 5 S
RNA héherer Pflanzen und fiir 5 S RNA einer blaugriinen Alge
(Nostoc) in 12,5%igen Polyacrylamidgelen identische Wanderungs-
geschwindigkeiten. Beide niedermolekularen rRNAs hatten hdhere
elektrophoretische Beweglichkeit als die 5 S RNA aus E. colij;
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 hdéhere elektrophoretische Be-
weglichkeit besitzen sollte als eukaryontische rRNA. Darlber
hinaus widerspricht es unseren Befunden nach Trennung nieder-
molekularer rRNA in 15%igen Polyacrylamidgelen. Danach hat die
plastiddre 5 S RNA grofere 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 lichtabhédngiger und lichtunabhingiger Synthesen.
Im Falle der lichtabhingigen Stimulierung von Enzymaktivitidten
oder von Enzymsynthesen werden diese durch membrangebundene,
chromophore Systeme induziert und reguliert. Die Komplexitit
photoregulierter Synthesen wdhrend der Chloroplastengenese wird

durch folgende Beispiele verdeutlicht:

- Photoregulation von Enzymen des reduktiven Pentosephosphat-

weges
- Photokonversion von Protochlorophyllid
- Photoregulation von Nucleinsduresynthesen

- Photostimulation von Lipidsynthesen (vgl. Kap. VII).

Einige Enzyme des reduktiven Pentosephosphatweges werden durch
das Phytochromsystem photoreguliert: Rotlicht (661 nm) erh&ht
die Aktivitdt 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 Einflufl auf die
Enzymaktivitidten., In Pisum sativum und Phaseolus vulgaris ist
die Phytochrom-regulierte Steigerung der Enzymaktivitdten des
Calvin-Zyklus wesentlich grdfer: 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 I-Protein (11x),
Phosphoribulokinase (24x, maximale Werte bezogen auf Frisch-
gewichteinheiten oder Blattzahl, GRAHAM et al. 1968, BRADBEER
et al. 1972, MARGULIES 1965, vgl. SCHOPFER 1972).

Rotlicht hat Einfluff auf die Protochlorophyllidreduktion (s.u.)
und - im Gegensatz zu Blaulicht - keine Einflufl auf den weite-
ren Verlauf der Chlorophyllsynthese (FEIERABEND und PIRSON, 1966).
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Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, daBl zwei getrennte Pho-
torezeptorsysteme die Synthese der Enzyme (z.B. Ribulose-1,5-
diphosphat Carboxylase, BRADBEER et al. 1972) des reduktiven
Pentosephosphatweges und deren Aktivitidt sowie die Chlorophyll-
synthese induzieren und regulieren. Primidrer Photoregulator

flir einen Teil der 16slichen Stromaproteine scheint das Phyto-
chromsystem zu sein, widhrend als Photoakzeptor fiir die Chloro-

phyllsynthese das Protochlorophyllid fungiert.

Die Chlorophyllsynthese wdhrend der Photomorphogenese von Etio-
plasten zu Chloroplasten 148t 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 anschlieBend eine log-Phase,
in der die Synthese von Chlorophyll a und b bis zum Erreichen
eines stationdren Zustandes ablduft (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 Belichtungsintensitdt - im Sekun-
denbereich und kann bis zu einigen Minuten dauern (SMITH und
BENITEZ 1954). Die Phytylierung des Chlorophyllids zu Chloro-
phyll a ist lichtunabhdngig und dauert etwa 30 Minuten (WOLFF
und PRICE 1957).

Die Dauer der lag-Phase betridgt 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 zusdtzlichen Dunkel-
phase (5 - 15 Stunden) aufgehoben werden (SISLER und KLEIN 1963).
Gleiches gilt auch filir in vivo-applizierte 5-Aminolaevulinsiure
(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 verfligharer ALA abhingig.
GRANICK (1959) nimmt an, daB in etiolierten Hordeum-Bldttern die
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Enzyme, die ALA in Protochlorophyllid umwandeln, nicht die 1li-
mitierenden Faktoren sind, weil exogen applizierte ALA den Pro-
tochlorophyllidgehalt erhéht, sondern dall die Chlorophyllsyn-
these durch die Rate der ALA-Synthetase - ein Enzym mit schnel-~
lem 'turn-over' - reguliert wird. Méglicherweise haben die an
der ALA-Synthese beteiligten Enzyme (5-ALA-Synthetase und Succi-
nat-Thiokinase) kurze Halbwertszeiten (10', SUZER und SAUER
1971; 90', NADLER und GRANICK 1970) und bilden somit den limi-
tierenden Faktor bei der Chlorophyllsynthese.

Das Intermedidrprodukt ALA wird durch Kondensation von Succinyl-
CoA und Glycin durch das Enzym 5-Aminolaevulinsdure-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. Dariiber hinaus
wird die ALA-Synthese aus Succinyl-CoA und Glycin durch die
Succinyl-CoA-Synthetase fiir méglich gehalten. KIRK und PYLIOTIS
(1972) weisen Succinyl-CoA-Synthetase in isolierten Mitochon-
drien und im Mitochondrien-haltigen Uberstand von Weizen und
Pisum nach. Als Arbeitshypothese schlagen sie vor, daB} Succinyl-
CoA-Synthetase in Mitochondrien ALA synthetisiert. ALA soll

dann - analog den Verh#dltnissen in Leberzellen - in das Cyto-
plasma abgegeben und von den Plastiden aufgenommen werden. Das
ndchste 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 iiber die Regulation

und Synthese der Chlorophylle. Bei den oben erwihnten Teilab-
schnitten sind sie auf die Mitochondrien angewiesen.

Untersuchungen von GASSMAN und GOGORAD (1967) mit Inhibitoren
der Nucleinsduresynthese (Actinomycin D) und der Proteinsynthese
(Chloramphenicol), die beide die Chlorophyllsynthese hemmen,
fihrten zu der Hypothese, daB eine kurzlebige mRNA, deren Syn-
these lichtabhédngig ist, kontinuierlich transcribiert wird. Sie
ist flir die Synthese der an der ALA-Produktion beteiligten En-
zyme zustdndig. NADLER und GRANICK (1970) schlagen eine Arbeits-
hypothese fiir die Regulation der Chlorophyllsynthesen vor, die
eine Phytochrom-regulierte Kontrolle auf der Ebene der Trans-
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lation vorsieht. Ihr Konzept setzt inaktive, maskierte, im
Etiolement gebildete mRNAs voraus, die in der lag-Phase akti-
viert werden und fiir die Synthese der ALA-Synthetase zustdndig

sind.

Unklar ist, inwieweit die Wirkung des Phytochroms bei der Chlo-
roplastengenese selektiv die Membranpermeabilitédt kontrolliert
und damit ihren EinfluB etwa {iber die Regulation des Substrat-
angebotes geltend macht (HENDRICKS und BORTHWICK 1967) und/oder
durch selektive Genaktivierung zur de novo-Synthese von Enzymen
fihrt (MOHR 1966, 1970; SCHOPFER und HOCK 1971). Diese zweite
Theorie impliziert die Transcription neuer mRNAs infolge diffe-
rentieller Genaktivierung. Es ist denkbar, daB die Phytochrom-
Wirkung sich in einer erhShten Aktivitdt der DNA-abhidngigen
RNA-Polymerase ausdriickt. Tatsdchlich induziert die Belichtung
etiolierter Pisum-Keimlinge mit Rotlicht eine Steigerung der
DNA-abhingigen RNA-Polymerasen des Kernes und der Etioplasten
(BOTTOMLEY 1970). Die Reaktion ist durch zusdtzliche Dunkelrot-
gaben nur im Falle der nucleiren 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 flir den EinfluB des Lichtes
auf die rRNA-Synthese (Kap. X). Das Ergebnis bestdtigt die Vor-
stellung von BOARDMAN (1966), daB die Genese der Chloroplasten
aus Etioplasten nicht mit einer zusdtzlichen signifikanten Zu-
nahme von 70 S Ribosomen verbunden ist..Das Verhdltnis von

70 S : 80 S Ribosomen betrdgt 1 : 2,86 in etiolierten Bldttern
und 1 : 2,14 in griinen Bldttern. Licht ist flr die rRNA-Synthese
in Hordeum kein obligater Faktor; mdglicherweise kann es aber

in Pflanzen, deren Proteinsynthese stark durch das Phytochrom
stimuliert wird (z.B. Pisum sativum), eine zusdtzliche rRNA-
Synthese bewirken (SCOTT et al. 1971). )

Actinomycin D - ein Inhibitor der DNA~abhidngigen RNA-Polymerase -
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hemmt die Chlorophyllsynthese nach Belichtung etiolierter’
Phaseolus-Bldtter (BOGORAD und JACOBSON 1964); es ist anzu-
nehmen, daf Licht die Bildung von mRNAs oder die Aktivierung
(im Etiolement) prdformierter, maskierter mRNAs (vgl. SPIRIN
1963) bewirkt. Dafilir sprechen erh6hte RNA-Polymerase Aktivi-
tdten in Plastiden (BOGORAD 1967) oder in Plastiden und Kernen
(BOTTOMLEY 1970) infolge von Belichtung.

Anlafl fir die folgende, vergléichende Untersuchung der Nuclein-
sduresynthesen, des Chlorophyllgehaltes und der Plastidenultra-
struktur widhrend der Chloroplastengenese aus Etioplasten war
die Frage, ob und inwieweit die Verwendung spezifischer Inhi-
bitoren zusidtzliche Information iiber Transcriptions- und Trans-
lationsaktivititen im Cytosol und den Plastiden bringt.

Folgende Inhibitoren des Nucleinsdurestoffwechsels und der Pro-
teinsynthese wurden verwendet: Actinomycin D, Mitomycin c,
Nalidixinsdure, Rifampin, Cycloheximid (Actidion) und Chlor-

amphenicol.

Actinomycin D und Mitomycin ¢ hemmen die Nucleinsiuresynthesen
auf der Ebene der Transcription. Actinomycin D schaltet primir
die DNA-abhidngige RNA-Polymerase aus, indem Inhibitor und DNA
eine Komplexbindung eingehen (REICH und GOLDBERG 1966). Mitomy-
cin ¢ hemmt die DNA-abhédngige RNA-Synthese durch kovalente Bin-
dung des Hemmstoffs mit beiden DNA-Doppelstridngen (''cross-
linking", SZYBALSKI und IYER 1964, KODAMA 1967). Nalidixinsdure
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-abhédngigen RNA-Polymerase. RNA-Polymerase von
Bakterien ist sensitiv gegeniiber Rifamycinen (HARTMANN et al.
1967), widhrend die RNA-Polymerase aus Eukaryonten-Kernen un-
empfindlich gegeniliber 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. Méglicherweise unterbindef es die Pro-
teinsynthese auf der Stufe der Peptidbindung oder deren Trans-
location am 80 S Ribosom (SIEGEL und SISLER 1965). Cycloheximid
ist gegénﬁber 70 S-haltigen Prokaryonten unwirksam.

Die selektive Wirkung von Rifampin, Chloramphenicol und Cyclo-
heximid war fiir die folgende Untersuchung insofern von Interesse,
als die Steuerung der Chloroplastengenese in héheren Pflanzen
der Kontrolle des Kernes und der Plastiden unterliegt und Trans-
criptions- und Translationsaktivitidten im Cytosol und im Pla-

stidenstroma zu erwarten sind.

Phenolextrahierte Nucleinsduren aus 7 Tage alten, etiolierten
Primdrbldttern aus H. vulgare, die in der Dunkelphase mit 32p.
Orthophosphat inkubiert wurden (vgl. Kap. II) zeigen nach chro-
matographischer Trennung mit der MAK-S3ule 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 Sdule eluiert. Sie
ist, wie die nachtridgliche Trennung von 15%igen Polyacrylamid-
gelen ergab, aus drei Komponenten zusammengesetzt: tRNA und
zwel niedermolekulare 5 S RNAs der 70 bzw. 80 S Ribosomen. Die
hochmolekulare RNA wird als zweigipflige Fraktion von der Sdule
gewaschen. Sie besteht nach gelelektrophoretischer Trennung in
2,4%igen Polyacrylamidgelen aus 25 S, 23 S, 18 S und 16 S RNA

(Kap. IX).

Ein Vergleich der Syntheseraten in den einzelnen Fraktionen -
gemessen als 32p_Einbau pro ug DNA oder RNA - aus ergriinenden
Bldttern (Belichtungsdauer 4 und 12 Stunden) gegeniiber der etio-
lierten Kontrolle ergibt in den Einzelfraktionen eine Steigerung
um den Faktor 1 bis 4. Die Nucleinsduresynthese der 's'RNA, DNA
und rRNA ist zum Ende der lag-Phase der Chlorophyllsynthese
gréBer als wihrend der Phase intensiver Chlorophyllsynthese
(nach 12 Stunden Belichtung, Abb. 68, Tab. XI).
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Abb. 68: Trennung von 32P—markierten Nucleinsduren mit der MAK-
Siulenchromatographie. Der radioaktive Einbau und die
optische Dichte wurden simultan gemessen (Packard
DurchfluBratemeter und Uvicord II). Die radioaktiven
Nucleinsiduren wurden aus 7 Tage alten Primdrblédttern
von H. vulgare nach Anzucht im Dunkeln (cben) bzw.
nach Belichtung (4 Stunden, unten) mit Phenol
extrahiert.
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Simultane Messung der Radioaktivitidt und der optischen Dichte
(260 nm) ergibt in den Elutionsprofilen der Nucleinsduren aus
ergrinenden Bldttern 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,
muB offen bleiben, weil eine weitere Charakterisierung dieser
Zwischenfraktion mit Hilfe der Polyacrylamidgelelektrophorese

noch aussteht.

Um die relativ unspezifischen Ergebnisse von MAK-getrennten Ge-
samtnucleinsduren aus Bldttern einzuengen, wurden Etioplasten
bzw. ergriinende Plastiden im Ficoll-Dextran~Saccharose-Gradienten
getrennt (vgl. Kap. VIII). Die Synthese der niedermolekularen

und hochmolekularen rRNA aus Etioplasten und ergriinenden Plasti-
den (aus Bldttern, die 12 Stunden belichtet wurden) ist gleich
(Tab. XII). Licht hat keinen Einfluf auf die rRNA-Synthese in

den Plastiden dieses Differenzierungsgrades.

Analog zu den Verhdltnissen in ergrilinenden Bldttern (Abb. 68)
ist der Bereich zwischen der DNA und der hochmolekularen rRNA
stdrker markiert (Abb. 69). Damit diirfte die erhdhte 32P-Einbau-
rate in den DNA-rRNA Zwischenbereich ein Ausdruck plastiden-
eigener Nucleinsﬁuresynthesen oder ein unspezifischer, durch
Denaturierung bedingter Effekt sein.

Die Ultrastruktur von Etioplasten von H. vulgare in vivo und
nach ihrer Isolierung zeigt den filir Etioplasten typischen Fein-
bau: ein parakristallin angeordnetes inneres Membransystem
(Prolamellarkdérper) und in Kugelhaufen angeordnete Plastoglobuli
an der Peripherie der Prolamellarkdérper (Abb. 70). Nach zwdlf-
stiindiger Belichtung sind die in Form des Prolamellarkdrpers
pridexistenten Membranen restlos in Stromathylakoide umgewandelt.
Zusdtzlich werden widhrend der log-Phase der Chlorophyllsynthese
Granathylakoide neu gebildet (Abb. 71). Die Anordnung der Pla-
stoglobuli in ergriinenden Plastiden ist iliberwiegend solitir:
durch die Ausbildung der Stroma- und Granathylakoide in der
log-Phase wird die urspriingliche, kugelhaufenartige Plastoglo-
bulianordnung aufgelockert (vgl. Kap. VII.1). Die Ribosomen der
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Abb. 69: Trennung von SLP—markierten Nucleinsduren aus isolier-
ten Plastiden (Etioplasten; ergriinende Plastiden nach
vierstindiger Belichtung). Extraktionsbedingungen:
Phenolmethode nach KIRBY (1967); Trennung: MAK-Sdule;
simultane Messung der optischen Dichte (Uvicord II,

Fa. LKB) und des radioaktiven Einbaus (Durchflufrate-
meter, Fa. Packard)
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71: Wirkung von Licht auf die Membranstruktur von Pla-
stiden. Etioplast mit parakristallinem Prolamellar-
kérper (links). Chloroplast (12 Stunden Belichtung,
5 kLux) aus Primidrbldttern von H. vulgare (rechts)
mit Stroma- und Granathylakoiden

Polysomen (?) an der ThylakoidauBenfldche von er-
grinenden Plastiden (6 Stunden Belichtung, 5 kLux)
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Etioplasten und der ergriinenden Plastiden aus 12 Stunden be-
lichteten Bldttern sind monosomal angeordnet. Zu Beginn der
log~Phase lassen sich auf der Auflenseite der Stromathylakoide
Ribosomen in linearer Anordnung nachweisen. Sie haben méglicher-

weise Polysomen-Charakter (Abb. 73).

Der Einbau von 32P=0rthophos'phat in die 's'RNAs und die hoch-
molekularen RNAs ist in Gegenwart von Chloramphenicol stark
gehemmt (Abb. 74, Tab. XIII). Chloramphenicol hat keinen Ein-
fluB auf die DNA-Synthese. Die Chlorophyllsynthese ist nach Vor-
inkubation etiolierter Bldtter mit dieser Blocksubstanz in Dun-
kelheit und nachfolgender Belichtung um iiber 90% gehemmt (Tab.
XIV). In den Plastiden der Primdrbldtter von H. vulgare 1l4Bt
sich in Gegenwart von Chloramphenicol nach Belichtung (12 Stun-
den) keine Granathylakoidbildung nachweisen. Die Feinstruktur
Chloramphenicol-behandelter Plastiden zeigt ausschliefRlich
Stromathylakoide. Die Plastiden vermégen zwar unter Lichtein-
fluf widhrend der lag-Phase den Prolamellarkdrper in Stromathy-
lakoide umzuwandeln, sind aber unfidhig zur Granathylakoidaus-
bildung widhrend 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 lichtabhingige Ergriinung etiolierter
Phaseolus vulgaris-Bldtter 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 (KIRK und
ALLEN 1965, KIRK und TILNEY-BASSETT 1967, KIRK 1968) unter-
driicken Inhibitoren der Proteinsynthese die Bildung von 'Struk-
tur'proteinen der Thylakoide oder des Proteinanteils des Proto-
chlorophyllid-Holochroms. Die Untersuchung von MACHOLD (1970)
stlitzt 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

Nucleinsduresynthese und Chloroplastengenese+ in Bldttern

von H. vulgare

Belichtungsdauer et ++
(Stunden) s'RNA DNA TRNA

0 100,2 ‘ 59,0 40,2

4 223,7 164,0 167,8

12 200,38 58,7 70,1

Markierung: 52p (15/uCi/m1, 2 Stunden)
Trennung : MAK-Chromatographie

* Ipm/ﬁlg NS

Tab. XII

Nucleinsduresynthese in isolierten Plastiden aus belichteten

Blittern von H. vulgare

Belichtungsdauer et +
(Stunden) s 'RNA DNA TRNA

0 237,0 201,4 203,5

12 240,5 191,87 220,4

* Ipm/ jpg NS
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Abb. 74, 75: Trennung von 32P-markierten Nuclaﬁ‘ uren. mi
Sdulenchromatographie. Die Blétter wurden mit den
Inhibitoren (SO/u/ml) 8 Stunden im Dunkeln vorin-
kubiert, danach’wurden sie belichtet (12 Stunden).
Die Markierungsdauer mit 32P-Orthophosphat (20u Ci/
ml) betrug 4 Stunden vor Beendigung der Belichtung
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komplexen der Thylakoidmembran unterdriickt. 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 gegeniiber diesem
Inhibitor gebracht werden (vgl. SMILLIE und SCOTT 1969). Chlor-
amphenicol hemmt den Aminosdureeinbau in isolierte Chloroplasten
(BAMJI und JAGENDORFF 1966, ELLIS 1969) und in isolierte Etio-
plasten (REGER et al. 1972). Analog sollte filir 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 EinfluB auf den Einbau markierter Aminoséduren
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, daB speziell durch die
grofle Bindungskapazitidt von Chloramphenicol an die 50 S Unter-
einheit der 70 S Ribosomen die Proteinsynthese gehemmt wird.

Die an H. vulgare gefundenen Ergebnisse liber die Wirkung von
Chloramphenicol auf den Nucleinsduremetabolismus in Primédr-
bldttern ergidnzen die Befunde von INGLE (1968). In Cotyledonen
von Raphanus sativus hemmt Chloramphenicol die Synthese von
plastiddrer, 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 Verdiinnungseffekt 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-

klaren.
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Wirkung von Chloramphenicol (SOAug/ml) auf die licht-
n

abhdngige Chloroplastenentwickltng. Es werden keine
Granathylakoide gebildet (links)

Cycloheximid (50€1g/m1) hemmt die Bildung der Grana-
thylakoide (rechts)
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Eine Ursache filir das Unvermégen der Plastiden, in belichteten
H. vulgare-Bldttern bei Anwesenheit von Chloramphenicol Grana-
thylakoide zu bilden, kénnte darauf beruhen, dafl ein oder meh-
rere Proteine, die fiir die Bildung der Granathylakoide erforder-
lich sind oder unmittelbar fiir das *'stacking' der Granathyla-
loide in Betracht kommen, nicht an den 70 S Ribosomen der Pla-
stiden gebildet werden kdnnen. Dieser Ausfall der Membranpro-
teinbildung kOnnte wiederum im Sinne der von KIRK vertretenen
Ansicht (KIRK und ALLEN 1965, KIRK 1968) - zur Hemmung der
Chlorophyllsynthese fiihren. Andererseits lassen die Befunde von
MACHOLD (1970) iiber den Ausfall von Proteinchlorophyllkomplexen
aus Thylakoiden nach Chloramphenicolapplikation auch eine Deu-
tung in der umgekehrten Richtung zu. Das heiflt, die Hemmung der
Chlorophyllsynthese durch Chloramphenicol kénnte die Synthese
der 'Struktur'proteine oder deren Vorstufen unterdriicken.

Dafl der Prolamellarkérper der Etioplasten in Gegenwart von Chlor-
amphenicol in Primdrthylakoide umgewandelt wird, bestdtigt die
Vorstellung von GUNNING und JAGOE (1967), wonach fiir die Bildung
von Primdrthylakoiden keine Neubildung von Membranen erforder-
lich ist. Demnach ist der ProzeB der Primdrthylakoidbildung als
eine Umwandlung bereits prdexistenter Membranoberflidchen des
kristallinen Prolamellarkérpers aufzufassen. Falls die Metamor-
.phose des Prolamellarkérpers in Primidrthylakoide mit Protein-
synthesen verbunden ist, widre denkbar - die selektive Wirkung

des Chloramphenicols auf 70 S Ribosomen vorausgesetzt -, daf}
diese ausschlieflich 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 L&sung die-

ser Frage verwendet.

Auffilligstes Merkmal in den Elutionsprofilen MAK-chromatogra-
phierter Nucleinsduren aus Cycloheximid-behandelten Blittern

ist die stark erhShte 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 Gegeﬂ-
wart von Cycloheximid nach Belichtung 7 Tage alter Primdrblidtter

gegeniiber den Kontrollen unveridndert (Tab. XIII).
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Tab. XIII

''s'RNA DNA . TRNATT
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 4j,8
Nalidixin 138, 1 34,2 21,0
Actinomycin D 10,5 47,0 11,8

8 Stunden Vorinkubation der abgeschnittenen etiolierten Primidrblétter
mit Hemmstoffen (SO}Jg/ml) im Dunkeln, danach 12 Stunden Belichtung
(5 kLux) und 4 Stunden 32P-Applikation (20}1Ci Orthophosphat/ml),

Phenolextraktion (KIRBY) und MAK-Sdulenchromatographie

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 Bldttern sind keine Granathylakoide
nachweisbar (Abb. 77). Die lichtinduzierte Umwandlung des Pro-
lamellarkdérpers in Primdrthylakoide findet - wie im Falle der
Prdsenz von Chloramphenicol - auch in Gegenwart von Cycloheximid
statt. Die Bildung von Primidrthylakoiden aus dem Prolamellar-
kérper erscheint demnach mehr als ein passiver ProzefR, fiir den
keine Proteinsynthesen in den Plastiden bzw. im Cytoplasma

nétig sind.

Die selektive Wirkung von Chloramphenicol und Cycloheximid 1l4Bt -
unter bestimmten Voraussetzungen - Schliisse lber die Umsetzung
der genetischen Information im Cytosol bzw. im Plastidenstroma
zu. Mit Hilfe dieser indirekten Methode schlossen SMILLIE und
Mitarbeiter (1967, 1972), daB die lichtabhingigen Synthesen
einiger Enzyme des Calvin-Zyklus (Ribulose-1,5-diphosphat Car-
boxylase, NADP-Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase) und des
plastidenspezifischen Fraction I-Proteins bei Euglena gracilis
an den 70 S Ribosomen der Plastiden erfolgt. Es muB aber be-
zweifelt werden, dafl alle Plastidenproteine auch an den 70 S
Ribosomen gebildet werden. BRADBEER und Mitarbeiter (1972)
nehmen nach Verwendung von D-threo-Chloramphenicol an, daB
Ferredoxin, Phosphoglycolat-Phosphatase und NAD-abhidngige 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 beeinfluBt.
So ist der 14C-Leucin Einbau in 18sliche 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 erwdhnten Monocotyledonen zeigen
in vitro gleiche Einbauraten und entsprechen damit der in vivo

gewonnenen Vorstellung (vgl. Kap. X), dafl 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 | 4C-
Leucin in Plastidenproteine isolierter Etioplasten wesentlich
geringer als in Chloroplasten (DRUMM und MARGULIES 1969). Die
Gegenwart von Cycloheximid hat keinen Einflufl auf die Protein-
synthese in isolierten Etioplasten bzw. Chloroplasten aus Vicia
faba.

Eine Zusammenfassung aller bisher vorliegenden Daten iliber die
Wirkung von Cycloheximid auf die Chloroplastengenese zeigt, dafl
dieser Inhibitor die Chlorophyllsynthese hemmt, ohne dabei einen
Einflufl auf die lichtinduzierten Synthesen 16slicher Proteine

in den Plastiden auszuliben. Beide Synthesen k6nnen demnach un-
abhidngig voneinander verlaufen. Dies bedeutet - die selektive
Wirkung von Chloramphenicol und Cycloheximid vorausgesetzt -,
daB zumindest einige, fiir die Chlorophyllsynthese notwendige
Proteine an den 80 S Ribosomen des Cytosols transcribiert werden
miissen. Dieses Ergebnis stimmt mit genetischen Befunden {liberein,
nach denen die Sequenz der Synthesen des Protoporphyrins IX

bis einschlieBlich Chlorophyll a extraplastiddr 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 Verdnderungen der Nuclein-
sduresynthese (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 Ergriinung keine - verglichen mit der rRNA-
Synthese in Etioplasten - signifikante ErhShung 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 32P-—Orthophospha‘t in den DNA-vRNA Zwischen-
bereich kann auf die Existenz hochmolekularer rRNA-Vorstufen
hinweisen, die als polydisperse Abbauprodukte = vergleichbar
den Verhdltnissen in Saccharomyces (de KLOET 1965) - zwischen
der DNA und der rRNA eluiert werden.

Dal die Synthese plastiddrer rRNA keine obligatorische Voraus-
setzung fiir die Chlorophyllsynthese ist, zeigen die Inhibitor-
versuche mit Rifampin. Die Wirkung der Rifamycine besteht in
einer selektiven Hemmung der DNA-abhingigen RNA-Polymerase in
Prokaryonten (HARTMANN et al. 1967), wdhrend die RNA-Polymerase
aus EBukaryonten unempfindlich gegeniiber diesem Inhibitor sein
35011 (WEHRLI et al. 1968, MIZUNO et al. 1968).

Wenn abgeschnittene, 7 Tage alte, etiolierte Primdrblitter von
Hordeum im Dunkeln mit Rifampin vorinkubiert werden und - zur
Zeit der log-Phase der Chlorophyllsynthese in den Kontrollen -
3ZPMOrthophosphat 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 S und 16 S) um 45% gehemmt (Tab.
XIII). Bericksichtigt man die Ergebnisse von BROWN und Mitar-
beitern (1970), die eine ausschlieflliche Hemmung der plastidédren
23 S und 16 S RNA in Euglena durch Rifampin nachweisen, dann ist
die Hemmung der hochmolekularen RNA in Plastiden insofern noch
wesentlich erh6ht, als bei unseren Berechnungeh die Imp./Minute

- auf die gesamte TRNA bezogen wurden.

Rifampin hat keinen Einfluf auf die Chlorophyllsynthese (Tab.
XIV) und induziert keine auffallend sichtbaren Veridnderungen

in der Ultrastruktur ergriinender Plastiden. In Anwesenheit von
Rifampin sind nach zwdlfstindiger Belichtung neben vesikelartigen
Thylakoiden Grana-. und Stromathylakoide vorhanden (Abb. 78). Die
lichtinduzierte Umwandlung des Prolamellarkdrpers in Primdrthy-
lakoide wird durch Rifampin nicht beeinfluBt.

In Chlamydomonas reinhardi hemmt Rifampin die Chloroplasten-DNA
abhdngige RNA-Polymerase (SURZYCKI 1969). Da die Cistrons filir
plastiddre, 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

SOflg/ml 0.0 + + - - -
Mitomycin c

50/ug/ml 94.6 + + + + (+)
Actidion

SO/ug/ml 3.3 + + - - -
Chloramphenicol

SOflg/ml 6.5 + + (=) - -
Rifampin

50/ug/m1 97.0 + * + + +

* 2 Stunden Vorinkubation der abgeschnittenen Primdrblidtter im Dunkeln,
anschlieBend 12 Stunden Belichtung (5 kLux)
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siert sein sollen (SCOTT und SMILLIE 1967), konnte die mit der
Plastiden~DNA Replikation verbundene Teilung von Plastiden bei
Anwesenheit von Rifampin zu einer Reduktion der Anzahl von Pla-
stidenribosomen pro Plastide fithren (GOODENOUGH 1971). Dieser
Effekt wurde an ergriinenden 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 Teilungsvorgéinge von Plasti-
den noch signifikante Zunahmen von 23 S und 16 S RNA wdhrend

der Ergrlinungsprozesse nachgewiesen wurden.

Diese Versuche zeigen, dafl in H. vulgare - Zhnliches gilt auch
fir Zea mays (BOGORAD 1972) - die Chlorophyllsynthese nicht von
der Synthese hochmolekularer TRNA der Plastiden abhidngig ist
und dafl die Ausdifferenzierung von Etioplasten zu Chloroplasten
unter Lichteinflufl in Gegenwart von Rifampin normal abliuft. |

Actinomycin geht eine spezifische Kombination mit der DNA-Matrix
aus Kernen und Plastiden ein (XERSTEN 1961, WOODCOCK und BOGORAD
1969) und schaltet so deren DNA-abhingige RNA-Polymerasen aus.
Die Nucleinsduresynthesen in etiolierten, abgeschnittenen
Blittern, die mit Actinomycin D inkubiert wurden und widhrend

der Inkubation und in Anwesenheit von 32P=Orthophosphat belich-
tet wurden, sind drastisch reduziert (Tab. XIII). Actinomycin D
hemmt die Synthese der niedermolekularen RNAs, der DNA und der
TRNA.,

Die Chlorophyllsynthese wird durch Actinomycin D (50}1g/m1) fast
v6llig ausgeschaltet (Tab. IX). Die elektronenmikroskopische
Untersuchung zeigt, daf bei der verwendeten Hemmstoffkonzentra=-
tion keine Granathylakoide ausgebildet werden. Nach Belichtung
etiolierter Primidrbldtter von H. vulgare (Belichtungsdauer 12
Stunden) treten in den farblosen Plastiden ausschliefllich Stro-
mathylakoide auf. Wie bei allen Uibrigen Inhibitorversuchen wird
auch in Gegenwart von Actinomycin D der Prolamellarkdérper iber
Zwischenstufen in Primdrthylakoide umgewandelt (vgl. Kap. III).
Die Neubildung von Granathylakoiden wird aber durch Actinomycin
D blockiert (Abb. 79).
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Dieses Ergebnis stiitzt die Annahme von GASSMAN und BOGORAD
(1967), daB fir die Chloroplastenentwicklung eine DNA~abhingige
RNA-Synthese notwendig ist. Da Actinomycin D nicht selektiv die
RNA-Polymerasen des Kernes oder der Plastiden hemmt, 148t sich
eine spezifische Lokalisierung der Inhibitorwirkung nicht durch-
filhren. BOGORAD nimmt an, daf wdhrend der lag- und log-Phase

der Chlorophyllsynthese kontinuierlich Synthesen von Nuclein-
sduren und Proteinen stattfinden miissen. Es wird die Existenz
einer kurzlebigen mRNA postuliert, die filir die Synthese der an
der ALA-Synthese beteiligten Enzyme mit raschem !'turn-over!'

zustédndig ist.

In Gegenwart von Nalidixin wird im wesentlichen der Einbau von
32P—Orthophosphat in die DNA und die hochmolekulare rRNA gehemmt
(Tab. XIII), ohne dall eine Hemmung der Chlorophyllsynthese be-
wirkt wird. Das Beispiel zeigt wie im Falle von Rifampin, daf
bei H. vulgare die Chlorophyllsynthese ohne zusidtzliche Synthe-
sen hochmolekularer, plastiddrer rRNA ablaufen kann. Wenn -
aufgrund der Versuche mit Actinomycin D ~ eine lichtinduzierte
Bildung von mRNA gefordert wird, dann ist anzunehmen, dafl bei
dén Translationsvorgédngen in ergrliinenden Plastiden die bereits
in den Etioplasten vorliegenden Monosomen zur Polysomenbildung
herangezogen werden. Polysomen sind in Chloroplasten junger
Phaseolus-Bldtter elektronenmikroskopisch von FALK (1969) nach-
gewiesen worden und von CHEN und WILDMAN (1970) aus Chloroplasten
von Nicotiana mit Hilfe von Gradientenzentrifugation isoliert
worden. Deoxycholatbehandlung fithrt zum Abldsen zyklischer Poly-
ribosomen von den Thylakoiden (PHILIPPOVICH et al. 1970).

In Euglena hemmt Nalidixinsdure die Chloroplastenteilung wahr-
scheinlich - in Analogie zu den Verhidltnissen 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 mnicht erwartet werden.
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Abb. 80: Wirkung von Mitomycin c¢ auf die lichtabhingige Chloro-
plastengenese aus Etioplasten. Der Inhibitor hat
keinen EinfluBl auf die Ausbildung der Granathylakoide

Ein weiterer Inhibitor der DNA-Synthese, Mitomycin ¢, hatte in
dem verwendeten Konzentrationsbereich (50 - ZOO}Jg/ml) keinen
Einflufl auf die Chlorophyllsynthese und auf die Ausbildung der
normalen Ultrastruktur von Chloroplasten (Tab. XIV, Abb. 80).
Die Hemmung der Transcription durch netzartige Verknilipfung der
beiden DNA-Doppelstringe mit Mitomycin c zeigt keine Wirkung
auf die Ausbildung ultrastruktureller Merkmale wdhrend der
Chloroplastenentwicklung. Vorausgesetzt, die Aufnahme des Anti-
metaboliten in die intakten Zellen und Plastiden widre gewdhr-
leistet, dann kann dieses Phidnomen nur durch die Existenz in-
aktiver, maskierter mRNAs, die bereits in der Dunkelphase vor-
handen sind, erkldrt werden. Licht ko6nnte diese pridformierten
'messenger' aktivieren, so daB wdhrend der lag-Phase die fiir
die ALA-Synthese notwendigen Enzyme gebildet werden kdnnten.
Damit ldge fiir die Differenzierung der Etioplasten in Chloro-
plasten ein vergleichbarer Fall vor, der von anderen Systemen
mit verzdgerter Differenzierungsbereitschaft bekannt ist
(SPIRIN 1963, WEEKS und MARCUS 1971). '
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Abb. 81: Gelelektrophoretische Trennung 32P-iriarkierter Nuclein-
sduren in Polyacrylamidgelen aus etiolierten und ergrii-
nenden Primdrbldttern 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 Nucleinsdure-
und Proteinsynthese auf Einzelschritte der Plastidenentwicklung
wurden die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchung

in Tab. XIV zusammengefafit.

Um dem Einwand der schlechten Aufldsung der niedermolekularen
und hochmolekularen rRNA-Fraktionen in den MAK-Eluaten vorzu-
beugen, wurden vergleichsweise 32P-markierte Nucleinsduren
gleichalter Primidrbldtter elektrophoretisch in kombinierten
Acrylamidgelen getrennt. Die DNA und die hochmolekularen rRNAs
(25 S, 23 3, 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 plastiddre rRNA-Komponente

(23 S, 16 S) radioaktiv markiert. Die cytoplasmatische 25 S

und 18 S RNA der 7 Tage alten Primidrblattspitzen aus H. vulgare
ist unmarkiert. Da der Gehalt hochmolekularer RNAs des Cyto-
plasmas und des Plastidenstromas wdhrend der lichtinduzierten
Chloroplastengenese bei diesem Primdrblattalter weitgehend kon-
stant bleibt, ist die Berechnung der Syntheseraten von Nuclein-
sduren aufgrund der MAK-Chromatographie ausschliefflich Ausdruck

plastidenspezifischer Synthesen.
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XII. Ribosomale RNA und Thylakoidmembranen in Plastiden von
Chlorophylldefektmutanten

Struktur und Funktion chlorophylldefekter Plastiden kdnnen als
Blockierung bestimmter Entwicklungsschritte bei der Differen-
zierung von Proplastiden zu Chloroplasten aufgefallt werden.
Vergleichende Untersuchungen an Plastiden des Wildtyps und der
chlorophylldefekten Mutanten sind u.a. deswegen von Interesse,
weil sie Aussagen Uiber entwicklungsphysiologische Fragen der
Plastidenentwicklung - z.B. liber 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,
dal die Plastidenentwicklung der genetischen Kontrolle des Kerns
und Plastiden unterliegt. So zeigen die Ergebnisse an chloro-
phylldefekter Chlamydomonas (GOODENOUGH et al. 1970), Nicotiana
(WILDMAN 1970) und Hordeum (v. WETTSTEIN et al. 1970), daB aus-
schlieflich Kerngene (vgl. KIRK 1966) die Porphyrinsynthesen,

die Chlorophyll- und Carotinoidsynthesen und die Synthese be-

stimmter Membranliinide 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, daB die Plastiden~DNA polycistronisch
flir ribosomale RNA (rRNA) ist. Bei Chlorophylldefekt-Mutanten
konnen Verdnderungen 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-abhidngigen RNA-Polymerase hinweisen. Dieses Ergebnis war

der Anlafl, ein neutroneninduziertes Mutantensortiment der Gerste
auf das Verhdltnis ihrer rRNAs aus 70 S und 80 S Ribosomen zu
untersuchen. Zur weiteren Charakterisierung des genetischen
Blocks der Chlorophylldefektmutanten wurden Ultrastruktur und
Hiufigkeit der Thylakoide, Chlorophyllgehalt, photosynthetische
14COZ—Fixierung, Aktivitédten bestimmter Enzyme des Calvin-Zyklus

sowie das DNA- und RNA-Spektrum untersucht.
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Das Sortiment der Blattfarbmutanten aus der MZ—Generation der
Gerste wurde durch Bestrahlung von lufttrockenem Samen mit
thermischen Neutronen in der Bestrahlungseimrichtung BE 15

des Forschungsreaktors '"Merlin' der KFA Jiilich erzeugt. Unter-
sucht wurden Primdrbldtter von 2 - 3 Wochen alten Gewidchshaus-
kulturen. Die technischen Daten sind bei F. WALTHER (1969) an-
gegeben, der uns das Material freundlicherweise tliberlief.

a) Isolierung und Trennung von Nucleinséduren

1 - 2 g Blattmaterial (Frischgewicht) wurden im Porzellanmdrser
5' in der Kidlte (4°C) unter Zusatz von Na-p-Salicylsdure und
Phenol-Kresol nach der Methode von KIRBY (1965) extrahiert.
Nach Phasentrennung durch Zentrifugation wurde der Uberstand
abgenommen und das Sediment zweimal reextrahiert. Den verei--
nigten Uberstidnden 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 Nucleinsduren mit dem doppelten Volumen an
Alkohol Kresol (9:1, v/v) bei -20°cC ausgefdllt. Die Nuclein~-
sduren wurden abzentrifugiert und in 1:10 verdiinntem SSC-Puffer
(0,15 M NaCl + 0,015 M Natriumcitrat, pH 7,1) unter Zusatz von
RNase-freier Saccharose geldst. 200}1g Nucleinsiduren wurden dann
zur Trennung auf die Polyacrylamidgele durch Unterschichten des

oberen Elektrodenpuffers aufgetragen.

Als methodischer Hinweis scheint es uns wichtig, daB die Ver-
wendung von Homogenisatoren mit schnell rotierenden Messern zur
Zerstdrung der DNA und Dinatrium~-EDTA enthaltende Extraktions-
puffer zum Abbau der 25 S rRNA fithren. 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 stdrker ausgeprig-
te 11 S RNA Bande. Durch Zusatz von Mg++ in den Extraktions-
puffer kann die 25 S RNA stabilisiert (DYER et al. 1971) und
kénnen diese Abbauprodukte weitgehend vermieden werden. -

Die Trennung der Nucleinsduren 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/Gelrdhrchen und vierstiin-
diger Laufdauer die niedermolekulare 5 S und 4 S RNA in den
unteren 7,5%igen Gelen, widhrend die DNA und die hochmolekulare

RNA im oberen 2,4%igen Gel aufgetrennt wird.

Der Nachweis der elektrophoretisch getrennten Nucleinsdure-
fraktionen erfolgte im Joyce- und Loebl-'Chromoscan'-Photometer
durch Scannen der Gele bei einer Wellenlédnge von 260 nm. DNA-
und RNA-Fraktionen wurden mit 'stains all' nach Angaben von
DAHLBERG und Mitarbeitern (1969) zusédtzlich 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 grindlich gewaschen und im Sorvall-Omnimixer in der Kdlte
in Phosphatpuffer, pH 7,3, der O,1 M an RNase-freier Saccharose
war, 15 - 30 Sekunden homogenisiert. Der Brei wurde durch vier-
faches Leinen filtriert und das Homogenat 10' bei 2000 Upm
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 3 ml Puffer suspendiert

und in 1 ml-Portionen 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 mi1 1,0M RNése—freie Saccharose) geschichtet. Nach
Zentrifugieren mit 10 000 Upm, 30', im SW-30 Rotor der Beckman
Zentrifuge (Spinco L 50) erhdlt 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.o0.) 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 einem
Riihrmotor in horizontaler Lage gemischt. Nach Zentrifugation

wurde die obere Phase zur Spreitung verwendet. Manuelles Aus=
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schiitteln fihrt zu erh6hter Bruchhdufigkeit der Plastiden-
DNA,

Die Plastiden~DNA wurde mit Cytochrom ¢ und Ammoniumacetat
versetzt (Endkonz.: 1}1g DNA/ml 3 M Ammoniumacetat, pH 5, das
0,2% Cytochrom c enthdlt, vgl. DORFLER und KLEINSCHMIDT 1970)
und auf 0,3 M Ammoniumacetat, pH 5, gespreitet. Die gespreitete
DNA wurde auf XKollodium-Kohle-befilmte 70f1m Pt-Lochblenden
Ubertragen und das Kollodium bei ZOOOC, 10', ausgeheizt. Die
DNA wurde teilweise mit Uranylacetat 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, photosynthetischer-

Intermedidrprodukte

Primdrbldtter der Gerstenmutanten (Linge 6 cm, 0,2 g Frisch-
gewicht) wurden in einer wassergekiihlten Photosynthese -Kiivette
in 1%C0,-Luft-Atmosphére mit Weiflicht (35 kLux, 21°C) 10' be-
lichtet 14CO wurde aus 1 mCi Ba14CO mit konz. H SO4 gene-
riert. Das Blattmaterlal aller E1nze1proben unterlag gleichen
Versuchsbedingungen. Sofort nach der Belichtung wurden die
"Bldtter in flilissigem N2 fixiert, im Mdérser feinpulvrig zer-
rieben und mehrmals mit heiflem, 80%igem Methanol extrahiert.
Nach Abzentrifugieren des Debris wurden die vereinigten Uber-
stdnde im Rotatlonsverdampfer eingeengt und aliquote Mengen
(entsprechend 10 oder 20 mg Fr15chgew1cht) zur Bestimmung der
Gesamteinbaurate und zur papierchromatographischen Trennung
nach BENSON und Mitarbeitern (1950; 1. Dim.: Phenol - HZO’

2. Dim.: Butanol - Propionsiure -HZO) getrennt. Die Expositions-
dauer der mit Rontgenfilm belegten Radiochromatogramme (Kodak,

x-ray royal blue) betrug eine Woche.

Die Bestimmung der Radioaktivitdt in den chromatographisch ge-
trennten Flecken erfolgte im Fliissigkeitsszintallations-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) Enzymaktivitdten

Die Aktivitdt der Enzymsequenz Phosphoriboseisomerase - Phos-
‘phoribulokinase und Carboxydismutase (Ribulose 1,5-diphosphat
Carboxylase) wurde an Blattextrakten nach Angaben von STEER

und Mitarbeitern (1968) getestet. Nach Zermdrsern der Blitter
(1 g Frischgewicht in 3 ml Tris-HCl-Puffer, pH 7,8) wurde das
Homogenat 15' im SW-50 Rotor mit 32 500 Upm (Spinco L 50) zen-
trifugiert und die pufferldslichen Proteine des Uberstandes
nach LOWRY und Mitarbeitern (1951) bestimmt. Zum Testansatz
wurden 4fJMOl Ribose-5-phosphat, 8}1Mol ATP und 20}1M01 MgCl2
in 1,0 ml1 0,1 M Tris-Puffer geldst. Zu 0,5 ml des Testansatzes
wurde 0,2 ml des Uberstandes plus 8}1Mol Na214C03 als Substrat
gegeben. Die Reaktion (ZSOC) wurdé nach 5', 15' und 30' Inku-
bationsdauer durch Zugabe 20%iger Perchlorsdure gestoppt. Nach
Neutralisierung mit kalter KOH wurde zentrifugiert und 0,1 ml
des Uberstandes auf Chromatographiepapierstlickchen 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-
cerinsdure radiochromatographisch untersucht. Die Kontrolltest-
ansitze enthielten kein Ribose-5-phosphat.

f) Elektronenmikroskopie

Blattstlickchen der Blattfarbmutanten wurden in phosphatgepuffer-
tem 6,25%igem Glutaraldehyd, pH 7,2, bei 4°C fixiert und wie
iblich in Epon eingebettet (SABATINI et al. 1963). Die Kontra-
stierung der Ultradiinnschnitte erfolgte nach Angaben von REYNOLDS
(1963) mit Bleicitrat. Zur Bestimmung der Thylakoidldngen wurden
Grana- und Stromathylakoide auf vergr&ferten Abzligen mit Hilfe
eines geographischen Lingenmessers vermessen. Flir die Vertei-
lungsdiagramme wurden Thylakoidlingen aus je 25 Plastiden der
Wildform und der chlorophylldefekten Formen untersucht. Die Thy-
lakoidlingen wurden in Gréfenklassen von 0,1}1m (= 'Grana'thyla-
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koide) bzw. O,ZS/Jm (= 'Stroma'thylakoide) eingeteilt und
gegen ihre Hiufigkeit aufgetragen.

Entsprechend den pigmentanalytischen Verhdltnissen ergab sich
zwischen Chlorophyllgehalt und Thylakoidmenge (= Gesamtlédnge

von Grana- und Stromathylakoiden) im Falle der Chlorophylletalen
mit extremem Pigmentmangel (viridis III, albina I u. II) eine
Korrelation. Bei den viridis I-Typen und den chlorina-Typen

wird zwar die Tendenz sichtbar, daB Chlorophylldefizienz (Chlo-
rophyll a + b) mit einer Hemmung der Thylakoidausbildung ver-
bunden ist, eine direkte Korrelation besteht jedoch nicht in
allen Fidllen (Abb. 82).

Ein Vergleich der Thylakoidlingen der einzelnen Mutantentypen
ergab folgende Verhdltnisse: viridis I- und viridis II-Typen
haben weniger Granafﬁylakoide als die Kontrollen, viridis III-
Plastiden werden durch wenige lange, eng gepackte Thylakoid-
stapel charakterisiert. Der chlorina-Typ hat weniger - jedoch
normal lange - Graﬁathylakoide und etwa die gleiche Anzahl
Stromathylakoide wie die Kontrolle. Die xantha-Mutante besitzt
demgegeniiber wenige oder gar keine Granathylakoide, jedoch
lingere Stromathylakoide als der Wildtyp. Der im Aussehen weiB
bis schwach griinliche albina I-Typ und die rein weifle albina II-
Form haben keine oder nur sehr selten vereinzelte Thylakoide.

Die vergleichende Untersuchung der photosynthetischen 14COZ-
Assimilation der neutroneninduzierten Chlorophylldefektmutanten
ergab mit abnehmendem Chlorophyllgehalt der Mutanten verringer-
te Einbauraten in die 18sliche, 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

fdllt in die GroBenordnung der COZ—Dunkelfixierung.

Aufgrund des chromatographischen Verteilungsmusters der 14C—

markierten Intermedidrprodukte ist mit zunehmender Chlorophyll-
defizienz der Chlorophylldefektmutanten eine relative Abnahme
der Einzelaktivitdten markierter Intermedidrprodukte des photo-
synthetischen Carbonzyklus (Saccharose, Serin, Glutaminsiure,
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Abb. 83: Radiochromatographischer Nachweis von '4c-markierten
Intermedidrprodukten der photosynthetischen CO,-Assi-
milation aus Gerstenmutanten (10' Photosynthesé&, 35 kLux)
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Asparaginsdure, Alanin, Glycin, Triosephosphat, Zuckermono-
und -diphdsphate) zu beobachten. Eine Anhdufung bestimmter

Stoffwechselzwischenprodukte oder der Ausfall einzelner 14C-

markierter Verbindungen - also Indizien fiir eine Blockbildung
in der Enzymsequenz des reduktiven Pentosephosphatweges -

liegen in keinem Fall vor (Tab. XVI).

Die Frage, ob die Hemmung der photosynthetischen 14C02—Assimi=
lation der Gerstenmutanten als Folge eines unvollstdndig ausge-
bildeten Enzymbestecks im Calvin-Zyklus oder u.a. als Folgeer-
scheinung von St6rungen im Elektronentransport aufzufassen ist,
wurde durch Bestimmung der Enzymaktivitdten des Phosphoribose-
isomerase-Phosphoribulokinase-Carboxydismutase-Systems geklirt
(Tab. XVII). In dieser Enzymsequenz wird der Umsatz von Ribose-
5-phosphat iiber Ribulose~1,5-diphosphat zu Phosphoglycerinsiure
gemessen. Durch Zusatz von Na214CO3 zum Testansatz lassen sich
die Enzymaktivititen iber das Y4c-markierte Endprodukt Phospho-
glycerinsiure bestimmen. Die Einbaurate von 14CO2 - wiederge-
geben ist der Mittelwert aus drei Messungen - in T4c-markierte
Phosphoglycerinsdure lag flr alle Chlorophyl1defektmutanteﬁ/—
auler 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 groRere Umsatzraten als der Wildtyp zu zeigen. Die
 scheinbar erhdhte Enzymaktivitdt bei Mutanten ist u.a. darauf
zurliickzufiihren, daf als Bezugspunkt fiir die Enzymuntersuchungen
die 16slichen Gesamtproteine der Primdrbldtter des Wildtyps zu-

grunde gelegt wurden.

Interessant sind die Verhdltnisse beim albina I-Typ. Hier sind
die Enzymaktivitdten auBergewdhnlich gering (Tab. XVII). Még-
licherweise fehlen diesem Typ. ein oder mehrere der untersuchten
Enzyme teilweise oder v6llig. Ungeklédrt ist noch die Frage, in-
wieweit die {ibrigen - hier nicht ndher untersuchten - Enzyme
des reduktiven Pentosephosphatweges im albina II-Typ vorhanden
sind. Chlorina- und albina I-Typen wurden mangels ausreichender

Materialmengen nicht untersucht.
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Tab. XV

Pigmentmangel und Thylakoidgesamtldnge (Mittel von je 25 Plastiden) der unter-
suchten Chlorophylldefektmutanten von H. vulgare (grine Kontrolle = 100%)

Chlorophylle Thylakoide
Wildtyp 100,0 100,0
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 14C-markierter Photosyntheseprodukte in Chlorophyllmangelmutanten nach 10 Minuten

Photosynthese. Die Gesamteinbaurate in die 1&sliche Fraktion des Wildtyps wurde gleich 100%

gesetzt

Gesamt-'%C  Sacch  Ser  Glu Asp  Ala  Gly TP  ZDP  ZIMP  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 0,5 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1 0,0
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 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
albina II 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Tab. XVII

Aktivitdten der Enzymsequenz Phosphoriboisomerase-Phosphoribulokinase-
Carboxydismutase. Die Impulse/min beziehen sich auf 1 OOO};g 18sliches
Protein

Inkubationsdauer
5! - 10¢ 15°
Wildtyp 447 2430 5969
viridis I 8097 18508 28562
viridis II - 9610 18815 28880
viridis III 10822 18918 25911

xantha 2725 8174 9992
albina II 111 230 410



= 189 -

Mit Hilfe der diskontinuierlichen Polyacryl-Gelelektrophorese
wurden Zusammensetzung und Verdnderung der ribosomalen RNA
(rRNA) der Plastiden und des Cytoplasmas der einzelnen Mutan-
ten untersucht. Die Nucleinsduren lassen sich in Abhidngigkeit
vom Molekulargewicht in folgende Fraktionen trennen (Abb. 84,
85): DNA, 25 S, 23 S, 18 S und 16 S rRNA (Trennung im 2,4%igen
Obergel); 5 S TRNA und 4 S RNA (Trennung im 7,5%igen Untergel).
Die 25 S, 18 S und 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 Ribdsomen der Plastiden enthalten drei RNA-
Typen: 23 S, 16 S sowie eine 5 S RNA (SCOTT und SMILLIE 1969;
entsprechend 23 S und 16 S, LOENING und INGLE 1967). Die 5 8§
RNA aus Cytoplasma und Plastiden tritt in unserem Falle als

eine einheitliche Bande in den 7,5%igen Gelen auf. Durch Modi-
fizierung der Gellidnge 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 Verhdltnisse einzelner Nuclein-
sdurefraktionen aufgrund ihrer Absorption bei 260 nm von normal
griinen Primdrbldttern des Wildtyps ergab - nach Phenol-Extrak-
tion mit der KIRBY-Methode - gleiche Mengen von DNA und 25 S
TrRNA. Das Mengenverhdltnis der 25 S zur 18 S TRNA betrdgt 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 mengenmdfigen Anteil
von 19% der gesamten Nucleinsduren (Tab, XVIII). Das Mengenver-
hdltnis der 25 S : 18 S rRNA von 2:1 gilt - bis auf den viridis
I-Typ und albina II -~ auch mehr oder weniger fiir alle hier un-
tersuchten Mutanten. Setzt man ein molares Verh#dltnis der 25 S/
18 S RNA mit 1:1 voraus, dann ergeben sich rein quantitativ

flir diese Fdlle keine Unterschiede in der Zusammensetzung der
TRNA aus den Untereinheiten der 80 S Ribosomen des Wildtyps und
der Mutanten. Vom normalen 1,3 : 1,0-Verhdltnis der 25 S/16 S-
Fraktion des Wildtyps weichen die Ergebnisse bei den Mutanten
ab. Hier wurden gefunden: 0,6 : 1,0 fir die viridis I-Typen,
1,2 : 1,0 fur viridis III und 1,1 : 1,0 fir die xantha-Form.
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Hordeum vulgare

Wildtyp

albina Il

VAN

Abb. 84:

Abb. 85:

5 10 15
Gelldnge cm

Gelelektrophoretische Trennung von Nucleinsduren aus
Primdrblidttern des Wildtyps der Gerste (oben) und des
albina II-Typs (unten). Die DNA und die hochmolekulare
rRNA wurden im 2,4%igen Polyacrylamidgel (links) ge-
trennt. Die Trennung der 16slichen RNA erfolgte in
7,5%igen Gelen (rechts)

Pherogramme der Nucleinsduren des Wildtpys und der
weillen albina II-Mutante. Die weifle Mutante besitzt
keine ribosomale RNA in ihren Plastiden
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Tab. XVIII

Prozentuale Verteilung einzelner Nucleinsiurefraktionen aus Blattfarbmutanten

der Gerste nach gelelektrophoretischer Trennung

1

DNA 25 S 23 S 18 S 16 S 58 4 S
Wildtyp 21,7 21,7 12,3 11,3 9,3 4,§ 18,7
viridis I 15,1 17,8 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 148t sich in den Plastiden des albina II-Typs
mit den Methoden der Polyacrylamid-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 1li4Rt
Aussagen iiber das Mengenverhdltnis der hochmolekularen rRNA
und damit ilber das Verhdltnis der 80 S : 70 S Ribosomen zu.
Er betrdgt flir die griinen Kontrollen, viridis I und III genau
1,5 : 1,0. Ein abweichendes Verhdltnis mit 3,3 : 1,0 zeigt die
xantha-Mutante. Vorausgesetzt, die Menge der 80 S Ribosomen
des Wildtyps und der Mutanten widren - bezogen auf eine Zelle -
gleich, dann besitzt bei gleicher Plastidenzahl die xantha-
Mutante nur die Hilfte der Plastidenribosomen des Wildtyps.

Untersuchungen zum Nachweis der Plastiden-DNA wurden an den
griinen Kontrollen und an der albina II-Mutante durchgefiihrt.
Die tibrigen Mutanten wurden nicht untersucht, weil Blattmaterial
zur Plastidenisolierung und zur DNA-Extraktion in ausreichender

Menge nicht zur Verfligung stand.

Erwartungsgemif ééigten Chloroplasten des Wildtyps doppelstridn-
gige DNA, die nach Phenolextraktion partiell noch mit Membran-
resten verbunden ist. Wahrscheinlich handelt es sich um (Thyla-
koid)-membrangebundene DNA. Durch wiederholte Phenolextraktion
kann die Chloroplasten-DNA von den anhaftenden Membranproteinen
gereinigt werden. In den farblosen, ribosomenfreien Plastiden
des weiflen albina II-Typs konnte ebenfalls 'membrangebundene'
DNA nachgewiesen werden (Abb. 86, 87). Die gesamte Linge der
offenen und z.T. schleifenartig angeordneten DNA-Stringe betrug
im Falle der Wildform und der albina II-Form etwa 32}1m. Unklar
ist, ob die freien Enden der DNA nativen Charakter besitzen oder
durch Zerbrechen eines einzelnen, mdéglicherweise ringférmigen
DNA-Molekiils entstanden sind.

Die Ultrastruktur der Plastiden vom neutroneninduzierten Mutan-
tentyp viridis I zeigt im Vergleich mit den Kontrollen eine
normale Anordnung von Grana- und Stfomathylakoiden. Im Gegensatz
zum Normaltyp ist die Anzahl der Thylakoide pro Granum reduziert



Abb.

Abb.

86:

87:

Membrangebundene DNA aus Chloroplasten der Gerste.
Elektronenmikroskopische Dunkelfeldaufnahme nach
Spreitung der DNA mit Cytochrom ¢ und Kontrastierung
mit Uranylacetat

DNA aus Plastiden der albina II-Mutante der Gerste.
Prdparative Bedingung wie in Abb. 86
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(Abb. 88, 89). Viridis I-Typen, die Ubrigen viridis-Mutanten
und der chlorina-Typ haben - im Gegensatz zur améboiden Form
der xantha- und albina-Plastiden - linsenfdrmige Chloroplasten
mit typischen doppelten Hiillmembranen.

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 ProlamellarkSérper; sie
sind unfdhig, den Prolamellarkdrper unter Lichteinflufl v6llig
in Primdrthylakoide umzuformen. Thylakoide an der Plastiden-
peripherie sind meist blasig erweitert (Abb. 91).

Die Anordnung der Plastoglobuli der viridis I-Typen ist liber=
wiegend solitédr. Plastiden der viridis II- und viridis ITI-Typen
haben liberwiegend gruppenfdrmig angeordnete Plastoglobuli. Ri-
bosomen lassen sich mit Uranylacetatkontrastierung in allen

drei Typen nachweisen.

Morphologisch 148t sich der chlorina-Plastidentyp in die Nihe
der viridis II-Formen einordnen. Chlorina-Plastiden besitzen
noch das duflere linsenfdrmige Plastidenprofil der Kontrollen.

In den 2 - 3 Wochen alten Gewdchshauskulturen finden sich ein
oder zwei Prolamellarkdrper pro Plastide, deren Kristallgitter-
struktur nicht oder nur schlecht erhalten ist. Ein weiteres fiir
chlorina-Plastiden typisches Charakteristikum ist eine erhdhte
Plastoglobulianzahl. Die Plastoglobuii befinden sich unmittel-
bar an der Peripherie der Prolamellarkdrper. Ursache der Diffe-
renzierungsstérung der chlorina-Plastiden diirfte in der Unfdhig-
keit zur Umbildung ihrer Prolamellarkﬁrperj1iegen, so daB nur
wenige Thylakoide gebildet werden. Der Innenraum der Granathyla-
koide aus chlorina-Plastiden ist z.T. vesikuldr erweitert (Abb.
92).

Die Plastiden der neutroneninduzierten xantha-Mutante besitzen
'uhgeordnete' Prolamellarkdrper, die mdglicherweise als Vor-
stufen der Kristallgitter anzusehen sind. Granathylakoide fehlen
diesem Plastidentyp v6llig oder teilweise (Abb. 93). Die Plasto-
globuli befinden sich tiberwiegend in solitdrer Anordnung zwi-
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Abb. 88-91: Thylakoidanordnung in Plastiden der griinen
Kontrollen, des viridis I-Typs, des viridis II-
Typs und der viridis III-Form (von oben nach

unten)
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schen den Maschen der Tubuli; vereinzelt treten sie in Gruppen

auf.

Untersuchungen der Ultrastruktur von Thylakoiden aus albina I-
Mutanten mit Spuren von Chlorophyllen und Carotinoiden und aus
den v8llig pigmentfreien albina II-Typen erbrachten in beiden
Fillen dhnliche Ergebnisse. Die beiden Typen haben"ungeordnete'
Prolamellarkérper mit vereinzelten Stromathylakoiden. Grana-
thylakoide sind im Falle der albina II-Typen nicht vorhanden.

Die Plastiden der albina I-Typen enthalten in Ausnahmefdllen
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 pufferldslicher Proteine und
Lipide des Stromas und der Thylakoide wdhrend der Ergriinungs-
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-Stdmme, die v6llig 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,
dafl die DNA-abhidngige RﬁA-Polymerase und die rRNA der Plastiden

von der Plastiden-DNA codiert wird.

Die Funktion der Kern-DNA bei der Plastidendifferenzierung ist
durch die ausschliefllich 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. Auflerdem kontrollieren Kern-
gene die Insertion der Chlorophylle in die Thylakoide, die Syn-
these chloroplastenspezifischer Lipide, die Porphyrinsynthese
(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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(GOODENOQUGH et al. 1970).

Bisher liegt keine Information dariiber vor, inwieweit die
Strukturproteine der Thylakoidmembran und die Proteine der
doppelten Plastidenhiillen durch Kern- oder Plastiden-DNA co-
diert werden. Sicher ist jedoch, daB die Enzyme des Calvin-
Zyklus, Fraction I-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-
TRNA bzw. Ribosomen. Demzufolge fehlt ihm eines oder alle der
untersuchten plastidenspezifischen Enzyme Phosphoriboseisomera-~
se, Phosphoribulokinase und Carboxydismutase. Mdglicherweise
fehlen dieser Mutante auch die Ubrigen Enzyme des Calvin-Zyklus,
weil sich photosynthetisch gebildete 14C—Intermediérprodukte

nicht nachweisen lassen.

Dieses Ergebnis bestdtigt den Befund von SMILLIE und Mitarbei-
tern (1967) liber die Wirkung des selektiv wirkenden Chloram-

| phenicols auf 70 S Ribosomen, daf die Proteine des reduktiven
Pentosephosphatweges an den Plastidenribosomen gebildet werden
miissen, wobei die Frage nach der Herkunft des messengers (Kern
oder Plastide) weiterhin offen bleibt. Denkbar widre, daBl im
Falle der albina II-Mutante noch messenger transcribiert wer-
den, ihre Translation durch das Fehlen von 70 § Ribosomen un-

méglich wird.

Die Ursache flir den genetischen Block auf der Ebene der 70 S
Ribosomen im Falle von albina II deutet auf eine Verdnderung
oder den v6lligen Ausfall der Cistrons flir 23 S und 16 S rRNA

iﬁ der Plastiden-DNA hin. Ferner mufl in Betracht gezogen werden,
dal im Falle der albina II-Mutante keine bzw. defekte DNA-ab-
hdngige RNA-Polymerase gebildet wird. WILDMAN (1970) konnte an
einer weiflen Tabak-Mutante eine Hemmung der RNA-Polymerase-=
Aktivitdt gegeniiber der des Wildtyps nachweisen.



Abb. 96: Chloroplast des Wildtyps von H. vulgare. Fixierung:

Glutaraldehyd - OsO4 - KMnO4
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Plastiden-DNA ist elektronenmikroskopisch in Ultradiinnschnitten
pigmentfreier Mutanten des Mais (SHUMWAY und WEIER 1967), in
weilen 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 Linge der DNA
nachgewiesen werden konnten, so ist das Vorkommen von Plastiden-
DNA in den rein weiflen Plastiden deswegen von Interesse, weil
den pigmentfreien, u.v.-induzierten Euglena-Stdmmen Plastiden-
DNA v61lig fehlen kann (SCHIFF und EPSTEIN 1966).

Aufgrund der elektronenmikroskopischen Untersuchung der weiflen
Primdrbldtter mit den ribosomenfreien Plastiden des albina II-
Typs scheint die Plastidenanzahl / Zelle gegeniiber dem Wildtyp
unverdndert. Das bedeutet, die DNA-Polymerase der Plastiden

wird nicht an den Plastidenribosomen, sondern an den Cytoplas-
maribosomen synthetisiert. Dies steht in Ubereinstimmung 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-Stidmme kénnte
fehlende oder defekte DNA-Polymerase zu St6rungen der Plastiden-
DNA-Replikation und damit zu einer Ausbleichung infolge des Ver-
lustes von Chloroplasten widhrend der Zellteilung filhren. Ahn-
liche Verhdltnisse dlirften im Falle der s elektiv wirkenden
Nalidixinsidure 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 weifler Kolonien fiihrt.

Trotz des Fehlens von Plastidenribosomen ist die albina II-
Mutante zu gewissen Differenzierungsschritten ihrer Plastiden
befdhigt (Abb. 96, 97). So besitzt sie - wenn auch unvollstidn-
dig ausgebildete - ProlamellarkSrper und doppelte Plastiden-
hiillen. Die Plastidenhiillmembranen haben zwar auf den Elektro-
nenmikrographien améboide Umrisse, weil ihnen das stabilisie-
rende Thylakoidsystem weitgehend fehlt (vgl. WILDMAN 1967), doch
ist die GroBe ihrer Oberfldchen und die Anordnung ihrer Membra-



Abb. 97: Plastide aus einem Primdrblatt der chlorophyllfreien

albina II-Mutante ' '
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nen mit den Verhdltnissen im Wildtyp vergleichbar. Die Ent-
wicklung der Plastidenhiillen ist also von der Entwicklung des
Thylakoidsystems unabhidngig und verlduft in ribosomenfreien
Plastiden normal. Demnach sollte man annehmen, dafl die Membranen
der Plastidenhiille an den 80 S Ribosomen des Cytoplasmas syn-

thetisiert werden.

Aufgrund elektronenmikroskopischer Untersuchungen kommt FREY-
WYSSLING (1967) zu &dhnlichen Ergebnissen. Er nimmt an, daf die
Hillmembranen von Plastiden cytoplasmatischer Herkunft sind.
Gegen diese Interpretation kénnte eingewendet werden, daf nur
wenige Plastidenribosomen in der albina II-Mutante vorhanden
sind, deren Menge unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze der Gel-
elektrophorese liegt. Es kdnnten also bei den albina II-Plasti-
den dhnliche Verhdltnisse wie in den Leucoplasten von Allium
porrum vorliegen, deren rRNA gelelektrophoretisch nicht nachweis-
bar ist (RUPPEL 1969). Gegen diese Annahme spricht allerdings,
dafl sich auch elektronenmikroskopisch in den Plastiden der Mu-

tante albina II nie Ribosomen nachweisen liefen.

Ob die reduzierte Ribosomenanzahl in den Plastiden aus der
xantha-Mutante und das Mifverhdltnis von 23 S : 16 S rRNA der
viridis I-Mutante als Ursache fiir 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, daB die Onto-
genese der viridis III-Plastiden nach der Prolamellarkdrperbil-
dung, der xantha-Plastiden vor der Prolamellarkdérperbildung und
der albina-Plastiden vor oder nach der Prolamellarkdérperbildung
blockiert ist. Plastiden der viridis I- und II-Mutanten kdnnen -
im Gegensatz zu den Ubrigen Mutanten - den Prolamellark&rper
unter Lichteinflufl v6llig in Thylakoide umbilden. Aufgrund die-
ser elektronenmikroskopischen Ergebnisse scheint die Blockierung
der photosynthetischen CO,-Assimilation - mit Ausnahme der albina
II-Typen - Folge einer Differenzierungsstdrung in der Menge der
Thylakoide oder in dem molekularen Bau der Thylakoidmembran zu
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sein. Setzt man voraus, dafl ein normaler Elektronentransport

nur an Thylakoiden mit normaler Substruktur ablaufen kann,

dann wire im Falle der untersuchten chlorophylldefekten Plasti-,
den - dhnlich den Verhdltnissen bei Oenothera-Mutanten (DOLZMANN
1968) - eine 'Stbérung' im Elektronentransport oder im Photosystem
I und II denkbar. HALLIER (1968) nimmt filir Plastom-Mutationen

von Oenothera einen Block im Elektronentransport im Bereich des

Photosystems II an.

Ursache der reduzierten CO,-Assimilationen kdénnte in allen
Mutanten - bis auf den albina II-Typ =- primir ein reduzierter
Elek%ronentransport in oder zwischen den Photosystemen I und

IT sein. Diese konnte durch einen verfrithten Abbruch der Thyla-
koidausbildung bzw. durch Stérungen in der molekularen Struktur
der Thylakoide erkldrt werden. Ein genetischer Block im Enzym-
besteck des reduktiven Pentosephosphatweges ist dhnlich wie beil
den Plastommutanten von Oenothera (HALLIER und Mitarbeiter 1968)
bei den Chlorophylldefektmutanten der Gerste nicht vorhanden. In
diesen Mutanten scheint das normale Enzymmuster der Kontrolle
mit normalen Enzymaktivitdten vorzuliegen. Nur im Falle der
albina II-Mutante dlirften 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 O des Forschungsprogrammes des Sonder-
forschungsbereiches 160 'Eigenschaften biologischer Membranen'

von der DFG unterstiitzt.
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