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Plastidiale bNS und extrachromosomale Vererbung*

Von A.BoSCHETTI

Institut fiir organische Chemie der Universitit, LanggaBstraBe 7, CH-3000 Bern

Summary

The importance of the plastidial DN4 for the cells, especially
in connection with the extrachromosomal heredity, is reviewed.
Different findings have led to the conclusion that the chloro-
plasts contain hereditary information. Particularly the plasti-
dial DN A, a socalled satellite DNA, which is linear and which
is mainly characterised through its GC-content, could be isolat-
ed. An insight into the information content of this DNA can
be gained through renaturation and hybridisation experiments.
The role, which the plastidial DNA plays in the cell function,
is still dubious. There are several experimental evidences of
replication and transcription of plastidial DN 4, but hypotheses
concerning the translation and also the autonomy of the chloro-
plast remain speculative.

Unseren heutigen Kenntnissen entsprechend miissen
wir in der plastidialen pNs (DNs der Chloroplaste, im
folgenden mit P-pNs abgekiirzt), der mitochondrialen
und den anderen cytoplasmatischen DNs-Sorten die
molekulare Grundlage der extrachromosomalen Ver-

* Vorgetragen am Symposium iiber Biopolymere, veranstaltet vom
Schweizerischen Chemiker-Verband, 26. bis 28. August 1970 in
Bern.

erbung suchen. Die Problematik um die P-pns? ist da-
her eng mit einer Frage verkniipft, deren Tragweite man
gegenwiirtig noch kaum ermessen kann, nimlich mit der
Frage nach dem Wesen und der Bedeutung der extra-
chromosomalen Vererbung fiir die Lebensvorgiinge und
insbesondere fiir deren Regulation.

1 Die extrachromosomale Vererbung?

Am Anfang der Forschungen iiber extrachromosomale
(auch nicht-chromosomale oder cytoplasmatische) Ver-
erbung — und damit indirekt auch am Anfang der Arbei-
ten iiber nicht-chromosomale pNs - steht eine Ziervarie-

! Vgl. z.B. Ubersichtsarbeiten iiber P-Dn's von T.IwAMURA, Progr.
Nucl. Acid Res. 5 (1966) 133; S.GraNICK und A.GIBOR, Progr.
Nucl. Acid Res. 6 (1967) 143; R.M.SMILLIE und N.S.ScoTT, Progr.
Molec. Subcell. Biol. 1 (1969) 138.

2 Monographien iiber extrachromosomale Vererbung: R. HAGEMANN,
Plasmatische Vererbung, vEB Gustav Fischer, Jena 1964; J.L.
Jings, Extrachromosomale Vererbung (deutsche Ubersetzung),
Verlag Gustav Fischer, Stuttgart 1967.
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Merkmal extrachromosomal vererbt wird. Es handelt
sich dabei neben zwei Acetat-bediirftigen Stimmen um
gewisse Antibiotikaresistenzen bzw. -bediirfnisse. Auch
wir konnten extrachromosomal vererbte Streptomycin-
resistenzen in Chlamydomonas reinhardi erzeugen. Diese
Merkmale zeigen einen nicht-Mendelschen Erbgang
mit ausgesprochenem Reziprokenunterschied (Abb.4),
indem sie nur vom Plus-Stamm, und zwar (mit seltenen
Ausnahmen) auf alle Nachkommen, iibertragen werden.
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Abb. 4. Erbgang eines extrachromosomalen Merkmalsunterschiedes
bei Chlamydomonas reinhardi. sr = Streptomycinresistenz (schraf-
fiert), ss = Streptomycinempfindlichkeit, + und — : Kreuzungs-
typen («Geschlecht»), P = Eltern, F, = erste Filialgeneration, R =
reziproke Riickkreuzungen

Durch kurze UV-Bestrahlung der Plus-Gameten vor
der Kopulation gelang es jedoch SAGER und Ramanis?2,
kiinstlich Ausnahmezygoten herzustellen, welche die
extrachromosomalen Erbanlagen beider Eltern gleich-
zeitig enthalten und auf die Nachkommen iibertragen.
Sie sind also extrachromosomal heterozygot. In den
Nachkommen entmischen sich diese Merkmale mit einer
ganz bestimmten Rate. Zudem konnten neue, durch Re-
kombination extrachromosomaler Gene entstandene
Stimme isoliert werden. Kiirzlich konnten SAGER und
Ramanis®® auf Grund der Rekombinationshiufigkeit
und auch der Entmischungsgeschwindigkeit acht extra-
chromosomale Gen-Loci kartieren. Bemerkenswert ist,
daB sie linear angeordnet sind und daf} an einem Ende ein
«attachement point » analog dem Centromer der Chromo-
somen definiert werden kann.

Solche Befunde, wie das Ausbleichen von Euglena-Zel-
len nach UV-Bestrahlung des Cytoplasmas und die
Kartierung extrachromosomaler Gene, weisen deutlich
darauf hin, daB8 Nukleinsiuren auch Triger der extra-
chromosomalen Erbinformation sind.

2.4 Zum cytologischen Nachweis von DNS und
DNS-Synthese in Chloroplasten

Nachdem sich durch cytochemische Farbreaktionen
das Vorhandensein von pNs in Chloroplasten nicht ein-
deutig hatte nachweisen lassen, konnten 1962 Ris und

12 R,SAGER und Z. RAMANIS, Proc. Nat. Acad. Sci. U. 8. 58 (1967) 193.
13 R.SAGER und Z. Ramanis, Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. 65 (1970) 593.
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PrauTr! licht- und elektronenoptisch iiberzeugend die
plastidiale b~Ns in Chlamydomonas, spiter auch in
Anthoceros (Lebermoos), FElodea (Wasserpest) und
Zea mays (Mais) nachweisen. Nach Kontrastierung von
Diinnschnitten mittels Uranylacetat beobachteten sie
im Elektronenmikroskop «helle Stellen», welche 25 bis
30 A dicke Fibrillen enthielten. Diese Fibrillen dhneln
denjenigen im Nukleoplasma von Bakterien!® und sind
nach DNase-Behandlung nicht mehr nachweisbar. Die
Befunde von Risund PrAur sind mehrfach reproduziert
worden.

DaBl pNs in Chloroplasten auch synthetisiert wird,
wurde durch den Einbau von tritisiertem Thymidin,
einem spezifischen DNs-Baustein, nachgewiesen. Ob-
wohl viele Pflanzen Thymidin nur schlecht oder iiber-
haupt nicht einbauen 16, konnten SWIrT und Mitarbeiter?
mit Mikroautoradiographie die Markierung der Chloro-
plasten zeigen. SPENCER und WHITFELD!® gelang es,
3H-Thymidin -Triphosphat in Gegenwart der anderen
Triphosphonukleotide in isolierte Spinatchloroplasten
einzubauen. Dieser Einbau wird durch DNase und Acti-
nomycin D gehemmt. Damit scheint das Vorkommen von
DNs-Polymerase, welche spezifisch durch Actinomycin
D gehemmt wird, in Chloroplasten gesichert.

Ein anderer, eleganter Beweis dafiir, da pDNs auch
auflerhalb des Zellkerns synthetisiert wird, gelingt mit
der riesigen, einzelligen Griinalge Acetabularia. Diese
Alge kann eine Linge von einigen Zentimetern erreichen.
Wenn man den unteren, den Zellkern enthaltenden
Drittel der Zelle wegschneidet, kann der kernlose, chloro-
plastenhaltige obere Teil noch mehrere Monate am Leben
erhalten bleiben?®, 3H-Thymidin wird nun in solche ent-
kernte Acetabularien und in deren Chloroplasten-DpNs
eingebaut. Folglich muf} auch in diesem Falle auflerhalb
des Zellkerns, vermutlich in den Chloroplasten, pNs-
Polymerase vorhanden sein.

3 Isolierung von plastidialer DNS

Fast gleichzeitig mit dem cytologischen Nachweis der
plastidialen DNs gelang auch deren Isolierung. Eine
der ersten Arbeiten auf diesem Gebiet stammt von CHUN,
VaucHAM und Rice?0, welche p Ns aus Spinacea oleracea
(Spinat), Beta wvulgaris (Futterriibe), Chlorella und
Chlamydomonas reinhardi isolierten. Sie ultrazentrifu-
gierten diese DNs-Priparate im selbstbildenden CsCl-

14 H.Ris und W.Praur, J. Cell Biol.13 (1962) 383.

15 A.RYTER und E.KELLENBERGER, Z. Naturforsch. 13 (1958) 597.

18 1,,SAGAN, J. Protozool. 12 (1965) 105; R. WorLLicERM und K. Mo-
THES, Expl. Cell Res. 35 (1964) 52; F.DEVITRY, Bull. Soc. Chim.
Biol. 47 (1965) 1353; A.LiMA-DE-FARIA und M. J. MosEs, Hereditas
52 (1964) 367.

17 H.SwiFt, Amer, Naturalist 99 (1965) 201 ; N. K1sLEv, H. SWIFT und
L.BocGoRraD, J. Cell Biol. 25 (1965) 327.

18 D, SpeNcER und P. R. WaITFELD, Biochem. Biophys. Res. Comm. 28
(1967) 538,

19 J, HAMMERLING, Roux’Arch. Entwicklungsmechan. Organ. 131
(1934)627.

20 E.H.L.CrUN, M.H.VAUcHAM und A.RicH, J. Mol. Biol. 7 (1963)
130.
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3,2-10712 g pDNs/Zelle
2-5% davon P-pNs
10 Chloroplasten/Zelle

10~ g pNs/Chloroplast =~ 6 - 10° Dalton
=~ 107 Basenpaare

1% codiert R-RNs
1% codiert t-RNS
98% codieren

14000 Polypeptide MG = 30000

Abb. 8. Zum Informationsgehalt der P-pDNs von Euglena
(nach SMILLIE und ScorT!; DNS-Gehalt pro Zelle nach4?)

perimente beruhen darauf, daf} einstringige DNs mit
anderen einstringigen Nukleinsiuren durch Basenpaa-
rung wieder einen Doppelstrang bilden. Diese Dimerisie-
rung ist um so ausgeprigter und verlduft um so rascher,
je mehr komplementire Basensequenzen vorhanden sind
und je weniger komplex das Molekiil gebaut ist. Eine
durch Denaturierung einstringig gemachte P-pNs wird
also spezifisch die durch sie codierte RNs oder auch ihre
komplementire DNs binden3. Im ersten Fall spricht
man von einer Hybridisierung, im zweiten von einer Re-
naturierung.

Chloroplasten enthalten Ribosomen, welche sich von
denjenigen des Cytoplasmas durch eine andere Sedimen-
tationskonstante unterscheiden3®. Die naheliegende Ver-
mutung, dal durch die P-p~Ns die RNs der Chloropla-
sten-Ribosomen codiert wird, konnte von verschiedenen
Autoren experimentell bestiitigt werden. Bei Euglena
hybridisiert 1% der P-pNs mit der Chloroplasten-RNs.
Diese Hybridisierung ist spezifisch; denn Zugabe frem-
der RNs erniedrigt diesen Wert unwesentlich, und RNs
aus dunkel gewachsenen, farblosen Euglena-Zellen zeigt
eine 100 mal geringere Hybridisierung?®. Es scheint also,
daB die ribosomale rRNs der Chloroplasten durch die
P-pns codiert wird. Allerdings wird hiefiir nur ein ge-
ringer Teil des Informationsgehaltes der P-DNs ausge-
niitzt.

Uber die Anzahl polycistronischer Bezirke in der DNs
geben Renaturierungsversuche Auskunft®’. Die Reak-
tionsgeschwindigkeit, mit welcher sich die beiden kom-
plementiren D Ns-Stringe wieder vollstindig paaren, ist
um so gréfer, je mehr gleiche Basensequenzen im Mole-
kiil vorhanden sind. Die Renaturierungsgeschwindigkeit
dient bei bekanntem Molekulargewicht als Ma8 fiir die
Komplexitit und damit auch fiir den Informationsge-
halt der DNs. Bei Euglena ist die Renaturierungsge-
schwindigkeit der P-DNs vergleichbar mit derjenigen
der T,-Phagen-pNs. Das entspricht einem Informa-

3 B.D.HaArL und S.SPIEGELMAN, Proc. Nat.Acad. Sci. U.S. 47
(1961) 137.

3 J.W.LITTELTON, Exper. Cell Res. 26 (1962) 312.

3 N.S.Scorr und R.M.SMILLIE, Biochem. Biophys. Res. Comm. 28
(1967) 598.

% J.G.WeETMUR und N.DAvIDSON, J. Mol. Biol. 31 (1968) 349.
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tionsgehalt von 1,8 - 108 Molekulargewichtseinheiten®,
was im Vergleich zu den 6 - 10° Dalton je Chloroplast aus
Abb. 8 etwa 30 mal weniger ist. Das bedeutet, daB3, wenn
die DNs-Bestimmung richtig war, die DNs-Sequenzen
sich sehr hiufig wiederholen.

6 Uber die DNS-, RNS- und Protein-Synthese
in Chloroplasten

Falls die P-p~s Erbinformation enthilt, muf sie vor
der Chloroplastenvermehrung repliziert werden und
auch an der Synthese von RNs und gewisser Proteine
beteiligt sein.

Das Vorkommen von DNs-Polymerase in Chloro-
plasten wurde, wie erwihnt, durch Einbau von 3H-Thy-
midin bewiesen (vgl. 2.4). Zudem konnten CHIANG und
SueEoka 2 an Synchronkulturen von Chl. reinh. mittels
Markierung mit 1N nach MESELSON und StAHL3® zeigen,
daB die P-p Ns sich wihrend der Lichtperiode, die Kern-
DNs aber wihrend der Dunkelperiode verdoppelt. In
beiden Fillen geschieht die Replikation semikonservativ.
Die Verdoppelung der P-pNs erfolgt somit unabhingig
vom Zellkern, aber nach einem gleichen molekularen
Mechanismus.

Der pNs-abhingige Triphosphonukleotid-Einbau in
die r~Ns von Chloroplasten wurde von mehreren Autoren
bei verschiedenen Organismenbeschrieben. Er wird durch
Vorbehandlung der Chloroplasten mit DNase, RNase oder
Actinomycin D gehemmt. Zudem scheinen sich Kern-
und Chloroplasten-RNs-Polymerasen durch verschie-
dene Metallionenempfindlichkeit zu unterscheiden. Die
entstehenden RNs-Produkte haben auch eine unter-
schiedliche Sedimentationskonstante?!. Zusammen mit
den Resultaten der Hybridisierungsversuche deuten
diese Befunde darauf hin, dafl zumindest die RNS der
Chloroplasten-Ribosomen an der P-DNs gebildet wird.

Einen Hinweis darauf, welche Proteine durch die
P-pns codiert bzw. an den Chloroplastenribosomen
synthetisiert werden, mégen folgende Versuche geben.
Wenn man im Dunkeln kultivierte, farblose Euglena-
Zellen oder auch durch Glucosefiitterung kiinstlich ge-
bleichte Chlorellen wieder ergriinen lif3t, dann steigt zu-
erst der RNs-Gehalt der Chloroplasten an?. Erst etwas
spiter setzt die Chlorophyllsynthese ein. Da fiir Chloro-
phyll bislang kein Biosynthese-Gen gefunden wurde,
welches extrachromosomal vererbt wird®, kénnte man
vermuten, daB} die P-p Ns iiber die Synthese von Chloro-
plastenribosomen und von m-RrNs spezifisch am Aufbau
der Lamellarstrukturen des Chloroplasten beteiligt sei.
Erst nach Bildung dieser Strukturen wiirde dann das
Chlorophyll eingebaut.

38 E.Sturz, FEBS Letters 8 (1970) 25.

3 M.MeseLsoN und F.W.StamL, Proc. Nat.Acad. Sci. U.S. 44
(1958) 671.

40 Vgl. etwa S.Axor und E.HasE, Plant Cell Physiol. 8 (1967) 181;
M. H.ZEeLDIN und J.A.ScHIFF, Plant Physiol. 42 (1967) 922.

41 W.STUBBE, Genetica 35 (1964) 28.
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7 Zur Autonomie der Chloroplasten

DaB} die P-pNs nicht die gesamte Information fiir den
Aufbau und die Funktion des Chloroplasten enthilt,
ist heute sicher. Die enge Wechselwirkung zwischen Kern-
und Plastiden-Genom wird wohl am besten durch die
Versuche von STUBBE an Euoenothera (Nachtkerzen-
gewichs) illustriert. Diese Gattung umfaflt verschiedene,
untereinander kreuzbare Arten, welche sich durch ihre
Kern-Genome und durch ihre Plastidensorten unter-
scheiden. Man kennt sechs verschiedene diploide Ge-
nome und fiinf verschiedene Plastidensorten. Durch
Kreuzungen konnten alle moglichen Genom-Chloro-
plasten-Kombinationen hergestellt werden. Aber nur
ein Teil ergab griine und voll lebensfihige Pflanzen,
wihrend andere gelbliche oder gescheckte und einige
sogar letale Kreuzungsprodukte lieferten. Eine gewisse
Vertriglichkeit zwischen Chloroplast und Kern-Genom
ist also unerlaBlich.

42 E.S.KEMPNER und J.H.MILLER, Biochim. Biophys.Acta 104
(1965) 11.
43 A.BOSCHETTI, unversffentlichte Werte.
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Dennoch kommt dem Chloroplasten innerhalb des
Zellgeschehens eine gewisse Autonomie in bezug auf
Entwicklung, Vermehrung und Funktion zu. Wie weit
diese geht, weifl man noch nicht. Extrem ausgedriickt,
kénnte man von einer sehr engen Symbiose zwischen
Zelle und Chloroplast sprechen. Uber die Entstehung
dieser Symbiose im Verlaufe der Evolution wurde ver-
schiedentlich spekuliert; z. B. kénnte der Chloroplast aus
ziner Blaualge entstanden sein, welche von einem Pro-
tozoon eingefangen worden wire und sich endosymbion-
tisch weiter differenziert hitte.

Solche Spekulationen sind aber beim heutigen Stand
unserer Kenntnisse wohl verfritht; denn zuvor warten
die vielen, in den letzten Kapiteln angedeuteten Fragen
auf ihre Beantwortung.

Die elektronenmikroskopischen Arbeiten durften wir in
dankenswerter Weise am Zoologischen Institut der Universitit
Bern durchfiithren. Dem Theodor-Kocher-Institut danken wir
fiir die tatkriftige Hilfe bei den Ultrazentrifugationen. Diese
Arbeit wurde unterstiitzt durch den Schweizerischen National-
fonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung.





