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Die Frage des Vorkommens von I~ucleins~uren 1 in den Chloroplasten 
ist in einer Reihe von Arbeiten behandelt worden. Zusammenfassungen 
der Ergebnisse liegen in den Publikationen yon GRANICK (1955) und 
MEI~XE (1962) vor. Danach ergibt die iiberwiegende Mehrzahl der Be- 
funde, dal3 Ribonueleins~uren Bestandteile der Chloroplasten sind. 
Uber den Anteil der Chloroplasten an der gesamten RNS der Blattzelle 
ist jedoch nichts bekannt. Diese Frage hat neuerdings wieder besonderes 
Interesse gewonnen im Zusammenhang mit Befunden, wonaeh Chloro- 
plasten in vitro Aminos~uren in Protein einbauen kSnnen (ST~.PHENSON, 
THIMAN~ und ZAM~CNIK 1956, SISSAKIA~ und FILIPPOWTCH 1959) und 
in vivo Proteinsynthese durchfiihren (H~B~R 1962). Die Proteinsynthese 
l~uft bekanntlieh nur unter Vermittlung einer ganzen Reihe 15slieher 
und partikul~r gebundener Ribonucleins~uren ab. 

Die hier vorliegende Studie beseh~ftigt sich mit dem RNS-Spiegel 
in Chloroplasten und Cytoplasma sowie der Fraktionierung der Chloro- 
plasten-RNS. AuBerdem sollte der Anteil der Chloroplasten an der 
gesamten RNS der Zelle bestimmt werden. 

Methodik 
Material. Fiir die Untersuchungen warden voll entfaltete BlOtter junger 

Pflanzen yon Vicia /aba, Spinacia oleracea, Secale cerale und IVicotiana tabacum 
verwandt. Pflanzen der erstgenannten Species wurden unter Feldbedingungen, 
Tabakpflanzen dagegen im Gew~chshaus angezogen. 

Zellfraktionierung. Chloroplasten wurden naeh Gefriertroeknung yon Bl~ttern 
aus nicht-w~t~rigem Medium (Behrens-Methode) isoliert, wie das eingehend an 
anderer Stelle beschrieben worden ist (H]~BER 1957, H~B~R und TYSZKIEWICZ 1962). 
Drei Fraktionen wurden erhalten: Chloroplasten, Riickstand (derjenige Gewebe- 
anteil, der nach Isolierung der Chloroplastenfrak~ion verblieb) und ,,unver~ndertes" 
Blattgewebe, das der gleichen Behandlung unterworfen war wie die beiden erst- 
genannten Fraktionen. 

1 In der Arbeit verwandte Abkfirzungen: NS Nueleins~uren; RNS Ribonuelein- 
siiuren; DNS Desoxyribonucleins~uren; NS-P Nucleins~iurephosphor; TRIS tris- 
(hydroxymethyl) -aminomethan. 
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Nueleins~iurebestimmungen. 20--25 mg der verschiedenen Fraktionen wurden 
in 75% Athanol auf etwa 700 C erhitzt, abzentrifugiert, kurz mit kalter l%iger  
Perchlors~ure und mit  Wasser je einmal gewaschen, dutch mehrm~lige Behand- 
lung mit  heil]em 70%igem und absolutem Alkohol sowie Athanol/]~ther (50/50) 
griindlich yon Lipoiden befreit und schliel~lich kurz in kaltem J~thanol/1% w~[3- 
rigem Perehlors~iure-Gemiseh (50/50) und in Wasser je zweimaI gewasehen. Wa- 
schungen in w-~Briger L6sung wurden schnell durchgeffihrt, de eine endogene l~ibo- 
nuclease, die durch Alkohol, S~ure und Erhitzung nicht inaktiviert wird, den Abbau 
yon I~NS beffirchten lgltt. 

Aus dem Sediment wurden Nucleins~uren nach drei verschiedenen Verfahren 
extrahiert:  

1. nach KEaN (1959; Modifikation der Methode yon OOVR und Ros~N, 1950): 
Da wir nur in der W~rme (70 o C) mit 2n-Perchlorsi~ure extrahierten, unterblieb 
eine Differenzierung in I~NS 
und DNS, die indessen naeh 
dieser Methode sowieso bedenk- 
lich ist; 

2. nach SCtIMIDT-THANN- 
HaVSEtr (1945): Hydrolyse der 
RNS mit  3 m l  0,5 n-KOH bei 
37 o C fiber Nacht und Befreiung 
der Hydrolyseprodukte durch 
F~llung mit Perchlors~ure und 
Essigs~ure yon DNS; Extraktion 
von DNS aus der S~uref~llung 
durcll 2n-HCIO 4 in der Wi~rme; 

3. dutch Behandlung mit 
Ribonuclease: Die Probe wurde 
in TRIS-Puffer,  PH 7,2, suspen- 
diert und zweimal je 3 Std sowie 
einm~l fiber Nacht mit  je 100/~g 
kristalliner Ribonuclease (Firma 

/,6 - - ~  - j 

~ / ,2  . . . . . . . . . . . . . . . . .  f ~ q8 

o 8 /0 /2 )~ /6 Sfd/0 
ZnkubahUnszeit 

A b b .  1. D i e  ] ~ x t r a k t i o n  v o n  R N S  a u s  a l k o h o l - g e -  
f i ~ ] ] t em C h l o r o p l a s t e n m u t e r l a ]  d u t c h  R i b o n u e l e a s e ,  
Bedingungen: 20 m g  lipoidfreies, gewaschenes Chloro - 
p la s t enmate r i a l  wurdcn  in  4 ml  TRIS ,  PH 7,2, m i t  
100 ~g Ribonucleasc  bci 37 ~ C inkubicr t ,  nach 11/2, 
31/2, 9 und  18 Std zcnt r i fugier t  und  in  f r ischem 
Medium resuspendier t .  RN S -B es t immungen  wurden  
an der jeweils  i ibers tehendcn L6sung vorgenommen 

Boehringer, Mannheim) inkubiert; l~ngere Inkubation ergab keinen Anstieg 
der RNS-Werte,  wie sich aus Abb. 1 ersehen l ~ t .  

V o n  den  E x t r a k t e n  w u r d e n  U V - S p e k t r e n  ange fe r t i g t .  A u f g r u n d  de r  

S p e k t r e n f o r m  ergab  sich, d a b  i n sbesonde re  die  n a c h  SCHMIDT-THANN- 

HAUSER e r h a l t e n e n  E x t r a k t e  du rch  F r e m d s u b s t a n z e n  v e r u n r e i n i g t  sind.  

I n  Tabe l l e  1 s ind  Q u o t i e n t e n  der  E x t i n k t i o n e n  bei  280 u n d  260 m #  ffir 

die v e r s c h i e d e n e n  E x t r a k t i o n s m e t h o d e n  i m  Verg le ich  zu  d e n e n  re iner  

Tabelle 1. 

E280 m~ 0,72--0,78 0 , 6 4 ~ , 6 9  
E260m~ 

1 Nach SCHMIDT-TItANNttAUSER (1945). 
2 Naeh KERN (1959). 

Verhiiltnis der Extinktionen bei 280 und 260 mtt /iir verschiedene RNS-  
Priiparationen als Marl/iir deren Reinheit 

K O i t . E x t r a k t  1 l%rchlorsaure-  I [ Ribonuclease-  
p~ ~ 1 E x t r a k t  ~ RNS E x t r a k t  

p H ~ I  ~ 1)~ 7,2 

0,51--0,54 

40* 
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RNS als qualitatives Ma8 einer Verunreinigung wiedergegeben. Die 
Spektren zeigen, da$ die durch Ribonuclease-Behandlung erhaltenen 
Extrakte am wenigsten von einer Verunreinigung betroffen sind. Die 
Verunreinigung besteht zum grSi~ten Tell aus Proteinmaterial, wie aus 
Hydrolyseversuchen erschlossen wurde. Sie 1/il~t sich auf rechnerischem 
Wege wie folgt eliminieren: 

Eine Reihe von Chloroplastenpr/iparationen wurde wie oben be- 
schrieben gewaschen und dann durch Ribonuclease-Behandlung und 
20minfitige Extraktion mit 2n-HCIO 4 bei 70 o C von NS befreit. Die 
NS-freien Pr/iparationen wurden alsdann den einzelnen Extraktions- 
verfahren genauso unterworfen wie die Pr/~parationen, deren N S-Gehalt 
bestimmt werden sollte. Die Spektren der dabei erhaltenen Extrakte 
spiegeln die Verunreinigung mit NS-fremdem Material wieder. Unter 
Benutzung der molaren Absorptionskoeffizienten o260m~_ 10200, 

~NS - P - -  

~280 m#_ 6330 (pI~ ~ 1) ftir RNS sowie der oes0 m, __ 4800 (pH 7,2) und ~NS - P -- 
CNS _ p -- 

Quotienten der Extinktionen bei 280 und 260 m/~ f/Jr die Verunreini- 
gungen (erhalten aus den Spektren der NS-freien Pr/iparate) wurden 
dann aufgrund der 2-Wellenls drei Formeln fiir die Be- 
stimmung von RNS in reinen oder durch Proteinbestandteile verunrei- 
nigten Extrakten erreehnet. Die Verschiedenartigkeit der Formeln 
erkl/irt sieh aus den pH-Abh/~ngigkeiten der Absorptionskoeffizienten 
yon RNS und der Proteinverunreinigung. Sie lauten 

1. 6 9 , 2  E 2 6 0  m ,  - -  57,5 E 2 s  0 m~ = c 

ffir die Bestimmung von RNS in Extrakten nach K~R~r (HC1Ot-Hydrolyse) 

2. 62,8 E260 m, - -  47,2 E2s0 m~ = c 

ffir die Bestimmung von RNS in Extrakten nach SCHMIDT-THANN- 
HAUS~ (KOH-Hydrolyse) 

3. 56,8 E260 m# - -  42,3 Eus 0 m~ = c 

fiir die RNS-Bestimmung nach Ribonuclease-Behandlung. 

E ist die gemessene Extinktion und c die RNS-Konzentration in 
/~g/ml. Mit Hilfe dieser Formeln wurden alle RNS-Bestimmungen vor- 
genommen, nachdem sich gezeigt hatte, dab sie tatss den Einflul~ 
yon Verunreinigungen der Extrakte durch Protein zu eliminieren ge- 
statten. In Tabelle 2 sind einige Daten, die dies (ffir Formel 3) best/itigen, 
angegeben. 

Ebenso wie die RNS- wurde auch die DNS-Bestimmung gehandhabt, 
die allerdings nur an Extrakten durchgeffihrt wurde, die nach SCHMIDT- 
T~A~I~AUS]~ (1945) gewonnen waren. In  Anbetraeht der niedrigen 
DNS-Mengen und der starken Verunreinigung durch Proteinbestand- 
teile ist hier mit einer grS$eren Fehlerbreite zu rechnen. 
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Tabelle 2. Der Ein/lufl verschiedener Mengen Protein au/ das Ergebnis yon spelctro- 
photometrischen RNS-Bestimmungen 

E i n w a a g e i n ~ g / m l  

R N S  H u m a n a l b u m i n  ~ 

25 
25 200 
25 400 
25 1000 
1Behring-Werke, Marburg. 

E260 m~ 

E280 m/~ 

0,48 
0,57 
0,64 
0,82 

E r g e b n i s  de r  B e s t i m m u n g  be i  

268 m g  2 

22,5/~g/ml 
25,5/~g/ml 
28,6/~g/ml 
39,8 #g/ml 

2 11/0,285 E268mg =~tg RNS/ml (BURDON und SMELLIE 1961). 
a 56,8 E26om~--42,3 E280m, =#g RNS/m]. 

260 u n d  2 8 0 m p  3 

25,1/~g/ml 
24,2/~g/ml 
24,0 #g/ml 
23,0/~g/ml 

Vor uns wurde eine 2-Wellenls bereits yon TSAI~EV und 
MARKOV (1960) ffir NS-Bestimmungen vorgesehlagen, wie uns im Laufe 
dieser Untersuehung bekann~ wurde. Diese Methode wurde von FLECK 
und M u ~ o ~  (1962) kritisiert. Aus der Krit ik ergibt sich die Notwendig- 
keit, die Extraktionsbedingungen zu standardisieren sowie von Fall zu 
Fall eine Prfifung der Absorptionsverh~ltnisse der Proteinverunreini- 
gung vorzunehmen, wie das in dieser Studie auch durchgefiihrt wurde. 

RNS kann neben der spektrophotometrischen Bestimmung aueh 
fiber Pentose- oder Phosphat-Bestimmungen an den Ext rak ten  ermittelt  
werden. Nach unseren Erfahrungen sind gNS-Bes t immungen aufgrund 
des Pentose-Gehaltes bei Blattmaterial  nicht anwendbar (Fehler fiber 
100%!), wi~hrend Phosphatbest immungen ganz ghnliche Ergebnisse 
liefern wie die Spektrophotometrie, jedoeh aufwendiger sind. 

Weitere Bestimmungen. Chlorophyllbestimmungen wurden nach ARNO~ 
(1949) und Proteinbestimmungen nach LowRY u. Mitarb. (1952) vorgenommen. 
Pyruvatkinase als Indicator einer Verunreinigung der Chloroplastenfraktion mi~ 
Cytoplasma wurde nach BiJCHER und PFLEIDERER bestimmt (1955). 

Berechnung der Ergebnisse. Wenn die t~NS-Gehalte der Chloro- 
plastenfraktion und der gesamten Zelle sowie der Anteil der Chloro- 
plasten am Gesamtmaterial  der Zelle bekannt  sind, dann 1/il~t sich der 
durchschnittliche RNS-Gehal t  des nieht-plastidischen Plasmateiles (von 
Cytoplasma und Zellkern) leicht berechnen. Ebenso erhi~lt man den 
Anteil der Chloroplastenfraktion an der Gesamt-RNS der Zelle. Nun 
ist die Chloroplastenfraktion nicht rein, wie aus Enzymbest immungen 
hervorgeht (HEBE~ 1960). Als Mal~ einer Verunreinigung der Chloro- 
plastenfraktion mit  Cytoplasma wurde der Gehalt an Pyruvatkinase  
betrachtet  unter der Voraussetzung, dait dieses Enzym in vivo nicht in 
den Chloroplasten vorkommt.  Hierauf wird noch einzugehen sein. Die 
RNS-Werte  der Chloroplastenfraktion wurden dann auf eine cyto- 
plasmatische Verunreinigung hin korrigiert. Einzelheiten der Berech- 
nung, ffir die zwei verschiedene, die Ergebnisse gegenseitig kontrollierende 
Verfahren ausgearbeitet wurden, sind an anderer Stelle wiedergegeben 
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worden (tIEBER, POl~ und HEBE~ 1963). Angaben zur Verteilung der 
RNS zwischen Chloroplasten und Cytoplasma stellen den Durehsehnitt 
derjenigen Werte dar, die naeh den beiden Verfahren erreehnet wurden. 
Die Einzelwerte weisen dabei Abweiehungen bis zu =F 15% von den 
angegebenen Durehschnittswerten auf 

Ergebnisse 
Aus Tabelle 3 lii~t sich der EinfluB verschiedener RNS-Extraktions- 

verfahren auf das Ergebnis von RNS-Bestimmungen an Blattgewebe 

Tabelle 3. Der Einflufl verschiedener RNS-Extraktionsver/ahren au/ dais Ergebnis 
von RNS-Bestimmungen an Blattgewebe. R N S  in mg/lO(? mg Blattprotein 

Material 

Bohnen . . . . . . . .  
Roggen . . . . . . . .  
Klee . . . . . . . . . .  
Tabak (Gew~chshaus) . . 
Spinat . . . . . . . . .  
Spinat . . . . . . . . .  
Spinat . . . . . . . . .  
Spinat . . . . . . . . .  

KOH-Extrakt ~ 

6,30 

6,65 
4,54 
8,15 
9,90 
5,70 
8,13 

1 Nach SCHMIDT-THANNtIAUSER (1945). 
Nach K~RN (1959) : DNS -~ RNS. 

Perchlors~ure- 
Extrakt 2 

5,95 
6,20 
5,80 
4,35 
6,95 
9,26 
5,65 
8,27 

Ribonuclease- 
Extrakt 

5,63 
6,16 
6,95 
3,88 
8,30 
8,02 
5,28 
8,32 

ersehen. In  Anbetracht der grundsi~tzlichen Verschiedenheit der an- 
gewandten Extraktionsverfahren muB die Ubereinstimmung der Werte 
als befriedigend betraehtet werden. Dasselbe gilt aueh fiir die Ergeb- 
nisse yon RNS-Bestimmungen an Chloroplasten und an ,,Riickstand", 
die hier nicht aufgeffihrt sind. In  der Regel ergab die RNS-Extrakt ion 
mit KOt t  nach SCHMIDT-THANNIIAUSER die h5chsten Werte. Obwohl 
die Methode nach K ~  (Extraktion mit warmer 2n-HC104) im Gegen- 
satz zur KOH-Extraktion neben der I%NS auch die DNS fassen sell, 
wurden meist niedrigere Werte erhalten. Offenbar vermag die S~ure- 
extraktion unter den angewandten Bedingungen nieht alle Nuclein- 
siiuren in LSsung zu bringen. Bei der enzymatischen RNS-Extraktion 
mit Ribonuelease ist zu beriieksichtigen, dal~ mSglieherweise nieht alle 
Nucleoproteide dem enzymatischen Angriff ausgesetzt sind, worauf Er- 
gebnisse yon SRmEU~A und C~ARGAFF (1960) hinweisen. Insoweit ist 
damit zu reehnen, dai3 die Ribonuclease-Behandlung nich~ atle RNS 
erfaBt. Jedoch kann der Fehler nicht groB sein, wie der Vergleich zur 
KOH-ttydrolyse nach SCH~DT-T~A~EAUS~R anzeigt, die gleiehe oder 
nur wenig hShere Werte liefert. Die Extraktion yon RNS mittels Ribo- 
nuclease ffihrt zu besser reproduzierbaren Werten als die beiden anderen 
Verfahren. 
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In  Tabelle 4 sind Daten fiber den RNS-Gehalt der Chloroplasten- 
fraktion, ,,reiner" Chloroplasten und des nieht-plastidischen Plasma- 
anteiles zusammengestellt. Die RNS wurden hier mittels Ribonuelease 
aus dem Material extrahiert, doch f/ihren die anderen Extraktions- 
methoden zu ganz/ihnliehen Ergebnissen. l~bereinstimmend zeigt sieh, 
dab im Cytoplasma bzw. dem Zellkern ein ganz wesentlich hSherer RNS- 
Spiegel vorliegt als in den Chloroplasten. Da die Chloroplastenfraktion 
durch Cytoplasma verunreinigt ist, muB angenommen werden, dab der 
RNS-Gehalt reiner Chloroplasten niedriger ist als der der Chloroplasten- 

Tabelle 4. RNS.Gehalte der Chloroplasten/raktion, ,,reiner" Chloroplasten 1 und des 
nicht-plastischen Plasmaanteils in mg/lO0 mg Protein. Extraktion der RIYS mittel8 

Ribonuclease 

Nicht  -plastidischer 
Mater ia l  Chloroplasten- ,,l=teine" Chloro- Plasm~antef l  

F rak t ion  p las ten  ~ (Cytoplasma 
§ Zellkern) 

5,6 5,2 7,7 Roggen, April 1961 . . . 
Tabak, Juni 1962 

(Gewachshaus) . . . .  
Bohnen, Mai 1961 . . . .  
Spinat, M~rz 1962 . . . 
Spinat, Mai 1961 . . . .  
Spinat, August 1 9 6 1 . . .  
Spinat, Oktober 1962 . . 
Spinat, November 1962 . 

3,6 
3,9 
5,0 
5,2 
3,5 
4,1 
3,6 

3,0 
3,0 
3,4 
3,5 
2,8 
3,0 
1,7 

5,8 
11,8 
15,2 
15,3 
10,0 
13,8 
13,7 

1 Ermittelt mit Hilfe von Pyruvatkinase-Bestimmungen als Indicator einer 
Verunreinigung der Chloroplastenfraktion mit Cytoplasma. 

fraktion. Wir haben nun versucht, auf folgende Weise den Gehalt 
reiner Chloroplasten an RNS zu ermitteln: 

Es wurden Pyruvatkinase-Bestimmungen an den verschiedenen Zell- 
fraktionen durchgeffihrt. Aufgrund der Ergebnisse wurde der Anteil der 
Chloroplasten an der gesamten Pyruvatkinase der Zelle errechnet. 
Dieser Anteil wurde als ein direktes Marl der Verunreinigung der Chloro- 
plastenfraktion mit Cytoplasma gewertet. Aufgrund kinetischer Mes- 
sungen der 14C02-Fixierung von Chloroplasten und Cytoplasma im Lieht, 
fiber die an anderer Stelle berichtet werden soll, kSnnen wir n~mlieh 
wahrscheinlieh machen, dab Chloroplasten in vivo keine Pyruvatkinase 
enthalten. Der Anteil der Chloroplastenfraktion an Pyruvatkinase 
muB demnach aus dem Cytoplasma bzw. dem Zellkern stammen. Die 
RNS-Werte der Chloroplastenfraktion wurden nun auf eine Ver- 
unreinigung mit Cytoplasma in der H6he, wie sit durch den Pyruvat-  
kinasegehalt dieser Fraktion angezeigt wurde, korrigiert (HEBE~, PO~ 
und HEBER 1963). So wurde der RNS-Gehalt ,,reiner" Chloroplasten 
erhalten. 
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Aber selbst wenn die Chloroplasten tats~chlich geringe Mengen an 
Pyruvatkinase auch in vivo aufweisen, sind die korrigierten Werte von 
Interesse: Sic stellen dann die untere Grenze eines RNS-Gehaltes in 
den Chloroplasten dar, wiihrend der RNS-Gehalt der (dureh eine geringe 
Menge Cytoplasma verunreinigten) Chloroplastenffaktion die obere 
Grenze wiedergibt. Der ,,wahre" Wert wfirde dann zwischen den beiden 
Extremen liegen, die infolgedessen beide in Tabelle 4 wiedergegeben sind. 

Aus der Tabelle ergibt sich nun, dab der RNS-Spiegel yon Cytoplasma 
und Zellkern, zwischen denen die angewandte Methode keine Differen- 
zierung erlaubt, bis zu ffinffaeh hSher sein kann als der reiner Chloro- 
plasten. Da S~m~A (1955) berichtet, dal3 in Pflanzenzellen der RNS- 
Gehalt von Zellkern und Cytoplasma etwa gleich hoch ist, spiegeln 
die ffir den nicht-plastidischen Plasmaanteil angegebenen RNS-Werte 
gleichzeitig die ungef/ihre HShe des durchschnittlichen RNS-Gehaltes 
des Cytoplasmas wider. 

Roggen und Tabak stellen insofern eine Ausnahme dar, als hier ein 
ungewShnlich niedriger RNS-Spiegel im Cytoplasma gefunden wird. Das 
kommt besonders zum Ausdruek, wenn man den Anteil der Chloro- 
plastenfraktion an der Gesamt-RNS der Zelle betrachtet (Tabelle 5). 
Die Chtoroplastenfraktion umfal3t bei Roggen etwa 65% der gesamten 
Zell-RNS, w/~hrend deren Anteil bei Bohnen und Spinat etwa zwischen 
30 und 50 % liegt. 

Tabelle5. Der Anteil der Chloroplasten/raktion an der Gesamt-RNS der Blattzelle in % 

M a t e r i a l  

Bohnen . . . . .  
Roggen . . . . .  
Tabak . . . . . .  
Spinat, M a r z . . .  
Spinat, Mai . . . 
Spinat, August . . 
Spinat, Oktober . 
Spinat, November 

A n t e f l  d e r  
C h l o r o p l a s t e n f r a k -  
t i o n  a m  G e s a m t -  

p r o t e i n  d e r  
B l a t t z e l l e  

% 

A n t e i l  d e r  C h l o r o p l a s t e n f r a k t i o n  a n  d e r  
G e s a m t - R N S  d e r  B l a t t z e l l e  

76 
72 
66 
66 
70 
67 
63 
65 

KOtt HC10~ 

57 47 
- -  67 
44 51 
57 37 
42 47 
44 42 

30 35 

I~N S - E x t r a k t i o n  m i t  

R i b o n u c l e a s e  

52 
65 
58 
39 
44 
45 
34 
33 

Wenn man nun die Verteilung der RNS zwischen Chloroplasten 
einerseits und Cytoplasma und Zellkern andererseits mit Hilfe yon RNS- 
Werten berechnet, die aufgrund der Pyruvatkinase-Bestimmungen kor- 
rigiert wurden, kommt man erwartungsgem~13 zu einem geringeren An- 
teil der Chloroplasten an der Gesamt-RNS der Zelle (Tabelle 6): Roggen 
enth~lt immer noch etwa 50% der RNS der Zelle in den Chloroplasten, 
wi~hrend bei dem restliehen Material, mit einer Ausnahme, etwa 25--35 % 
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Tabelle 6. Der Mindes t -Ante i l  der Chloroplasten an der G e s a m t - R N S  der Blattzelle 1 

M a t e r i a l  

A n t e i l  , , r e ine r"  
C h l o r o p l a s t e n  a m  

G e s a m t p r o t e i n  
tier B l a t t z e l l e  1 

68 
60 
52 
58 
60 
58 
57 
56 

A n t e i l  der  C h l o r o p l a s t e n  a n  der  Ze l l - I~NS 
in  %~ 

Bohnen . . . . .  
Roggen . . . . .  
Tabak . . . . . .  
Spinat, Mi~rz . . . 
Spinat, Mai . . . 
Spinat, August . . 
Spinat, Oktober . 
Spinat, November. 

1 Ermittelt mit I-Iilfe yon 
Fraktionen. 

R N  S - E x t r a k t i o n  m i t t e l s  

K O H  HC104 I l i b o n u e l e a s e  

42 34 34 
- -  5 3  5 1  

17 30 38 
46 21 23 
22 28 25 
30 35 29 
- -  - -  22 
11 16 13 

Pyruvatkinase-Bestimmungen an den einzelnen 

der  gesamten  R N S  in den Chloroplas ten  lokMisiert  sind. Der  im No- 
vember  geern te te  Sp ina t  zeigt als Ausnahme  einen t iberrasehend nied- 
r igen R N S - G e h a l t  in den Chloroplas ten  und,  dementspreehend ,  einen 
niedr igen Chloroplas tenante i l  an der  G e s a m t - g N S  der  Zelle. Wir  ha l t en  
as fiir mSglieh, dab  wghrend der  Dormanzper iode  der  g N S - G e h a l t  der  
Chloroplas ten  niedr iger  is t  als w/ ihrend der  Waehs tumsper iode ,  in der  
sieh rege Synthesevorg/~nge, insbesondere  aueh Pro te insynthese ,  in den 
Chloroplas ten  abspielen.  Hie r  s ind al lerdings noeh weitere  Unte r suehun-  
gen erforderl ieh.  

Es sei hier  noehmals  darauf  hingewiesen,  dab  die Bereehnung der  
RNS-Ver t e i l ung  in der  Zelle mi t  Hilfe  von korr ig ier ten  Chloroplasten-  
Wer ten ,  wie sie in Tabel le  6 durehgef i ihr t  wurde,  den Mindes tgeha l t  der  
Chloroplas ten  an I%NS angibt .  W e n n  Py ruva tk ina se ,  die wir als Indi -  
ca tor  einer Verunre in igung der  Chlorop las tenf rak t ion  mi t  Cy top la sma  
ansahen,  oder  ein anderes Enzym,  das  im opt isehen P y r u v a t k i n a s e t e s t  
reagier t ,  ta ts / iehl ieh in den Chloroplas ten  vo rkommen ,  dann  wird der  
Ante i l  der  Chloroplas ten an der R N S  der  Zelle innerha lb  des von den  
Tabel len  5 und 6 angezeigten Bereiehes liegen. Die angegebenen W e r t e  
s ind  dann  als E x t r e m e  aufzufassen.  W i r  g lauben  jedoeh,  dab  die W e r t e  
de r  Tabel le  6 der  in v ivo -S i tua t ion  besser  Reehnung  t ragen  als die de r  
Tabel le  5. 

Dureh  kurzes Zentr i fugieren bei  1200 g in 0,05 m T R I S - P u f f e r  1/~Bt 
sieh die ehlorophyll-ff ihrende Lame l l a r f r ak t i on  von Chloroplasten,  die 
in nieht-w/i6r igem Medium isoliert  wurden,  sediment ieren,  wghrend  die  
ungef~rbten,  16sliehen Pro te ine  (S t romaf rak t ion)  im 1)bers tand ver-  
bleiben.  Dieses Sed imen ta t ionsve rha l t en  s teh t  im Gegensatz  zu dem 
yon  Chloroplasten,  die aus Saeeharose-Puffer  isoliert  und  in hypo ton i -  
sehem Puffer  aufgebroehen werden:  Hie r  sed iment ie r t  die Lamel la r -  
f f ak t ion  erst  bei betr / ieht l ieh hSherer  Zentr i fugalbesehleunigung.  Mit  
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der Lamel larf rakt ion ,,nicht-wi~Briger" Chloroplasten, die 40- -50% der 
Chloroplastenproteine umfaI~t, sedimentieren etwa 25- -35% der Chloro- 

p las ten-RNS,  wie aus Ta- 
Tabelle 7. Fraktionierung der Chloroplasten-RNS : 
Der Anteil der LameUar/raktion an der Chloro- 

~lasten-RNS in % 1 

Material  % RN S in der  Lamel la r f rak t ion  
der  Chloroplastenpr oteine 

Bohnen . . . 
Spinat . . . 
Spinat . . . 
Spinat . . . 
Roggen . . . 

26 
28 
33 
35 
37 

1 Chloroplasten wurden in 0,05 m TRIS, pH 8, 
suspendiert und 4 min bei 1200 g zentrffugiert, 
wobei die Lamellarfraktion sedimentiert. Auf- 
arbeitung nach Alkoholfallung wie iiblich; 
RNS-Extraktion mit Ribonuclease. 

belle 7 hervorgeht.  

Die Werte  der Tabelle 8 
differenzieren die Chloro- 
p las ten-RNS weiter : Hier  
ist die Chloroplas ten-RNS 
in  eine bei 1200 g u n d  eine 
weitere bei 100000 g sedi- 
ment ie rbare  F rak t ion  auf- 
geteilt, w~hrend eine dri t te ,  
,,16sliche" Frak t ion  im 
Ubers t and  der 100000g- 
Zentr i fugierung verbleibt .  
Beim Zentr ifugieren in 

Tabelle 8. Fra}tionierung der Chloroplasten-RNS: Der Ein/lu[3 von Mg-Ionen au] 
das Sedimentationsverhalten der Chloroplasten-RNS 1 

Lamel la r -  , ,Ribosomen"-  , ,LSsliche" 
Material  f rakt ion F rak t ion  R N  S 

% % % 

Spinat -- Mg++ 
Spinal ~- Mg ++ 
Spinat -- Mg ++ 
Spinat ~- Mg++ 
Tabak -- Mg ++ 
Tabak -~ Mg ++ 

19 
57 
16 
45 
17 
30 

54 
26 
18 
25 
42 
49 

27 
17 
66 
30 
41 
21 

1 Chloroplasten wurden in 0,05 m TRIS, PH 7,5, mit oder ohne 0,01 m MgC12 
suspendiert. Die Lamellarfraktion wurde in 4 min bei 1200 g und die ,,Ribosomen"- 
Fraktion danach in 60 min bei 100000 g sedimentiert, wghrend die ,,16sliche" RNS 
im t?berstand verblieb. 

TRIS-Puf fe r  betriigt der Antei l  der ,,16slichen" RN S  30- -60% der 
gesamten Chloroplas ten-RNS;  beim Zentr ifugieren in  Gegenwart  yon  
10-2m MgC12 geht er zuriick auf 20 - -30%.  Daffir steigt der in  der 
Lamel larf fakt ion en tha l tene  RNS-Antef l  s tark  an. Das ist ein Hinweis 
darauf,  dab ein betr~chtl icher Antei l  der Chloroplasten-RNS mi t  dem 
Lamel larsys tem der Chloroplasten assoziiert ist. Das Verhal ten eines 
Teiles der Chloroplasten-RNS gegen Mg-Ionen spricht dafiir, dab es sich 
hier u m  ribosomale Teilchen handel t ,  die ja  bekannt l ich  in  Gegenwart  
yon  Mg-Ionen reversibel aggregieren und  dadurch  bei 100000 g leicht 
sedfinentiert  werden kSnnen.  Aufgrund  des Sedimenta t ionsverhal tens  
ist ein drif ter  Tefl der Chloroplasten-RNS offenbar der niedermole- 
kularen  ,,15slichen" R N S  zuzuordnen.  
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Die Untersuchungen an der Chloroplasten-RNS werden durch das 
Vorkommen einer aktiven Ribonuclease in den Chloroplasten erschwert, 
die einen betr/~chtlichen Teil der RNS w~hrend der Untersuchung ab- 
baut, wenn nicht geeignete VorsichtsmaBnahmen getroffen werden. Wir 
haben bis zu 20% RNS-Abbau in 5 min bei 200 C beobachteV. Deshalb 
wurde die RNS-Fraktionierung a.n Chloroplastenpr~paraten mit nied- 
rigem Ribonucleasegehalt bei 0 ~ C vorgenommen. In Abb. 2 ist das 
Verschwinden alkohol-f/illbarer RNS aus Chloroplastensuspensionen in 
TRIS-Puffer  dargestellt. 

100, 

~ . ~  

o ~ 

0 30 o~0 <90 120 150 100mln270 
Znkubollonszei/ 

100 

~ ~  6o 

.~ 2o ,l.-s'~ 
0 30 80 $0 120 150rain 100 

fnk~atibnszei /  

Abb.  2 Abb.  3 

Abb.  2. Hydro lyse  y o n  Chlorop las ten-RNS dureh  endogene  l~ibonuclease, t3edingungen: 
Spinat-Chloroplas ten w u r d e n  versehiedene  Zei ten  in  T R I S - P u f f e r ,  IOn 7,5, bei  20 ~ C in- 
kubier t .  Das  durch  Alkoholf~llung erha l tene  Mater ia l  wurde  wie  beschr ieben  gewasehen  

u n d  m i t  Ribonuelease  ex t rah ie r t .  R N S - B e s t i m m u n g  an  den E x t r a k t e n  

Abb.  3. I Iyd ro lyse  yon  R N S  aus  Chloroplas tenmater ia l ,  das  in  ~_thanol gekoch t  und  
m c h r m a l s  m i t  1 % i g e r  Pereblors/~ure gewasehen  worden  war ,  in  T R I S ,  PH 7,5, bei  200 C 

Das Enzym, das den RNS-Abbau bewirkt, ist offenbar hitze- und 
siiurestabil: Es /ibersteht die unter ,,Methodik" geschilderte Behand- 
lung der Chloroplasten mit heiBem Alkohol und S/iure, wie Abb. 3 
dokumentiert. In dieser Abbildung ist das Austreten yon RNS-Hydro- 
lyseprodukten aus Chloroplasten, die mit heii]em Alkohol von Lipoiden 
befreit und mit 1%iger Perchlorsiiure gewaschen worden waren, in Ab- 
h~ngigkeit yon der Zeit wiedergegeben. 

Neben den RNS-Bestimmungen wurden auch spektrometrische DNS- 
Bestimmungen anhand der 2-Wellenl/ingenmethode durchgefiihrt. Das 
Verh/~ltnis yon RNS zu DNS in Blattgewebe lag zwischen 5 und 8. Die 
Chloroplastenfraktion enthielt zwischen 10 und 20% der DNS der Zelle. 
Unter Berticksichtigung einer Verunreinigung dieser Fraktion durch 
Cytoplasms, wie sie durch Pyruvatkinase-Bestimmungen angezeigt 
wurde, ergab sich jedoch, dab reine Chloroplasten analytisch faBbare 
Mengen an DNS nicht enthalten. Die im Vergleich zu den RNS-Be- 
stimmungen hohe Fehlergrcnze der DNS-Bestimmung erlaubt jedoch 
noch keine endgfiltige Aussage. 
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Diskussion 
Aufgrund der Feststellung eines Nucleoproteides in Chloroplasten- 

ffaktionen vermutete MENKE (1938), da~ Nucleinsi~uren Bestandteile 
der Chloroplasten sind. Histochemische Untersuchungen ffihrten 
METZN~R (1952), CHIBX (1951) und SPIEKERMAI~N (1957) ZU der Ansicht, 
dai~ Chloroplasten neben RNS auch DNS enthalien. Es ist nun versueht 
worden, diese NS auch als Bestandteile isolierter Chloroplasten nach- 
zuweisen und dabei gleichzeitig Aufschlu~ fiber die quantitativen Ver- 
h~ltnisse zu erhalten. Diese Versuche haben zu recht divergierenden 
Befunden geffihrt. 1Nach sorgfi~ltiger Reinigung yon Chloroplasten fin- 
den JAOENDOR~ und WILDMAN (1954), JAGENDORF (1955), NAKAMURA, 
CHOW und VE~SLAND (1959) sowie KnR~ (1959) nur sehr geringe 
Mengen RNS in ihren Chloroplastenprgparationen. Die beiden erst- 
genannten Autoren halten aufgrund ihrer niedrigen Werte (0,4--0,9 mg 
RNS/100 mg Protein l) die Annahme ffir mSglich, daI~ NS gar nicht in 
Chloroplasten vorkommen und die gefundenen Anteile eine Verunreini- 
gung der Chloroplastenfraktion mit Cytoplasma reflektieren. 

Sparer sind jedoch wesentlich hShere R1NS-Werte in isolierten Chloro- 
plasten gefunden worden. So geben CmBA und SUOAHARA (1957) sowie 
WOLLGIEHN (1961) ffir Tabakchloroplasten RNS-Werte von etwa 
4mg/100mg Protein an. B6TTOER und WOLLOIEHN (1958) finden 
1,8--3,6 mg RNS, CooPE~ und Lo~I~G (1957) etwa 4 mg RNS/100 mg 
Chloroplastenprotein, w~hrend SISSAKIA~ und OmNzowA (1956) 0,5 bis 
3,5% des Trockengewichtes als RNS betrachten (etwa 1--6 nag RNS/100 
mg Protein). SZARKOWSKI und GOLASZ~WSKI (1961) berichten sogar 
fiber RNS-Gehalte in Chloroplasten in H6he von 5--18 mg/100mg 
Protein. 

MWTZN~ (1952) erhebt nun gegen RNS-Bestimmungen an Chloro- 
plasten nach deren Isolierung aus w~r ige r  L6sung folgenden Einwand: 
Er  h~lt es ffir m6glich, dal~ beim Homogenisieren von Gewebe in wi~l~- 
rigem Milieu sekund~r in oder an den Chloroplasten Nucle0proteide, 
deren Nucleinsgureanteil aus dem Cytoplasma stammen mag, gebildet 
und bei der Isolierung dann mitgerissen werden. Eine solehe Bfldung 
yon Nucleoproteiden aus NS und Protein ist seit langem wohlbekannt. 
Ebenso ist natfirlich ein Auslaugen von 1NS aus den Chloroplasten her- 
aus m6glich. Die RNS-Gehalte der so isolierten Chloroplasten wfirden 
dann unkontrollierbar sein und nicht die Verh~ltnisse in der intakten 
Zelle widerspiegeln. METZ~]~Rs Ansicht wird gestfitzt durch Befunde yon 
CArE~ und NORRIS (1953), die sekund~re Ver~nderungen der Lokali- 
sation yon NS in der Zelle beim experimentellen Eingriff beobachten 
konnten. 

Hier wie im folgenden sind die Daten der Autoren ~uf mg RNS/100 mg 
Protein umgerechnet. 
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I m  Gegensatz zur Chloroplastenisolierung aus w~Brigem Milieu ist 
eine sekund~tre Lagever~nderung von NS wghrend der Isolierungs- 
prozedur unm6glich, wenn die Chloroplasten in einem Medium isoliert 
werden, in dem NS v611ig unl6slich sind. Wir haben BlOtter in flfissige 
Luft  geworfen und dann bei --250 C gefriergetrocknet. Diese Behand- 
lung schlieBt eine Diffusion yon NS yore Orte ihrer ursprfinglichen 
Lokalisation in der Zelle hinweg zuverl~ssig aus. Erst  aus dem getroek- 
neten Zellmaterial wurden Chloroplasten isoliert, wobei als Medium ein 
Gemiseh von Petrol~ther/Tetraehlorkohlenstoff diente, in dem NS nieht 
16slieh sind. Auch hierbei sind Lagever~nderungen der NS innerhalb 
der Zelle ausgesehlossen. Eine sekund~re, artifizielle Bildung von 
Nucleoproteiden, die dann mit den Chloroplasten sedimentieren k6nnen 
und somit erh6hte RNS-Gehalte vortiiuschen, kann also ebensowenig 
stattfinden wie ein Auslaugen von NS w~hrend der Isolierung. Trotzdem 
linden wir RNS-Gehal te  zwischen 3 und 6 mg/100 mg Protein in der 
Chloroplastenfraktion. BIGGI~S und PARK (1961), die ebenfalls aus 
nichtwi~Brigem Milieu erhaltene Chloroplastenpri~parationen verwenden, 
geben sogar 7,5 Gewichtsprozente I~NS (bzw. etwa 14 mg t~NS/100 mg 
Protein) in Chloroplasten an. Allerdings berficksichtigen sie nicht eine 
Verunreinigung ihrer Fraktionen mit Cytoplasma. Obwohl lichtmikro- 
skopische und elektronenoptische Untersuchungen (THALACKE~ und 
BEttRENS 1959, HEBER und TYSZKIEWICZ 1962, STOCKING und ONGUN 
1962) keinen AufschluB fiber eine solche Verunreinigung gebeu, ist auch 
nach unserer Methode eine ,,mechanische" Verunreinigung der erhaltenen 
Chloroplastenfraktion mit Cytoplasma m6glich, wie aus enzymatischen 
Untersuchungen hervorgeht (HEBEa 1960). Abet auch wenn man die 
erhaltenen Werte auf das Maximum einer m6glichen Verunreinigung 
hin korrigiert, wie das in den Tabellen 4 und 6 geschehen ist, bleibt 
noch ein substantieller Anteil der Gesamt-RNS einer Zelle als Inhalts- 
bestandteil der Chloroplasten bestehen. Dieser Anteil variiert in den 
meisten Experimenten zwischen 25 und 35%. Gewisse Anzeichen deuten 
darauf hin, dab auch physiologische Schwankungen im RNS-Gehal t  der 
Chloroplasten auftreten k6nnen, worauf SISSAKIAN und ODINZOWA (1954) 
sowie SZARXOWSgI und GOLASZ~WSKI (1961) bereits aufmerksam ge- 
macht  haben. 

Bisher existieren nur wenige Angaben fiber den Anteil der Chloro- 
plasten an der Gesamt-RNS der Zelle. Bei Euglena enthiilt eine durch 
nichtplastidische Bestandteile verunreinigte Chloroplastenfraktion im 
Regelfalle 10--15% der RNS der Zelle (B~AwE~MAN und CHARGAFF 
1959, BRAWE~MAN, POGO und CHARGAFF 1962). Bei Acetabularia werden 
dagegen 81% der RNS in der Chloroplastenfraktion gefunden (NAoRA, 
NAORA und BRACttET 1961). SchlieBlich gibt WOLLOIEHN (1961) in 
weitgehender Ubereinstimmung mit unseren Befunden ffir Tabakbliit ter 
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25--35 % der RNS als Bestandteil der Chloroplastenfraktion an, erwi~hnt 
aber Verunreinigungen seiner Fraktion (60% der DNS in der Chloro- 
plastenfraktion!), die die Werte als unsicher erscheinen lassen. Unsere 
Befunde einer Lokalisation von 30--60 % der RNS in der Chloroplasten- 
fraktion spiegeln sicher nieht die in vivo-Situation wider, da unsere 
Chloroplastenfraktion dureh Cytoplasma mit hohem RNS-Gehalt ver- 
unreinigt ist. Die nach der Korrektur  erhaltenen Werte von 25--35% 
sind jedoch als Minimalwerte anzusehen, die sicher in den Chloro- 
plasten aueh in vivo vorkommen. MSglicherweise ist in vivo sogar noeh 
mehr RNS in den Chloroplasten zu finden, jedoeh keinesfalls mehr als 
dureh die Werte der Chloroplastenfraktion angezeigt. 

Das Vorkommen von RNS in den Chloroplasten kann somit als 
gesichert betraehtet werden. Der RNS-Spiegel der Chloroplasten be- 
tr~gt jedoeh nur etwa ein Drittel bis ein Viertel dessen im Cytoplasma. 
Die RNS der Chloroplasten scheint sich ebenso wie die des Cytoplasmas 
in eine ,,15sliche" und eine ribosomale Fraktion aufzuteilen, die sich 
durch fraktionierte Zentrifugierung trennen lassen: Von LVTTLETON 
(1962) sowie MIKULSKA, ODINZOWA und S:SS),KIA~ (1962) ist die Iso- 
lierung von Ribosomen aus Chloroplasten berichtet worden. Eigene 
Untersuchungen ergaben, dal~ in ,,nichtw~l~rigen" Chloroplasten ein 
grol3er Teil der endogenen RNS mit dem Lamellensystem assoziiert ist 
und mit diesem dureh Zentrifugieren bei 1200 g sedimentiert werden 
kann. Der nieht-gebundene Anteil l~i~t sich durch Zentrifugieren bei 
100000 g in Gegenwart von Mg-Ionen in ,,Ribosomen" und ,,15sliehe" 
RNS fraktionieren. 

Jedoch werden solche Untersuchungen dureh das Vorkommen einer 
aktiven Ribonuclease in der Chloroplastenfraktion kompliziert. Ribo- 
nucleasen sind in Chloroplasten yon SISSAKIX~ und OD:NZOWA (1956), 
Yon NAKAMU~, CHOW und V]~NN]~SLAND (1959) sowie yon SZA~KOWSKI, 
GOLASZEWSKI und OMBACH (1962) angegeben worden. In unseren Ver- 
suehen wurden innerhalb yon 5 min bis zu 20 % der endogenen Chloro- 
plasten-RNS im gepufferten Medium abgebaut. Dieser Befund l ~ t  es 
als sehr zweifelhaft erseheinen, da~ der Einbau von radioaktiven Amino- 
si~uren in das Protein von isolierten Chloroplasten in vitro, der von 
verschiedener Seite beobaehtet wurde (STEP~NSO~, THIMAN~ und 
ZAMECNIK 1956, SISSAKIAN und FILIPPOVITCH 1959, HEBER 1962), 
tatss eine Synthese yon Protein widerspiegelt: Es ist sehr wahr- 
scheinlich, dal~ sowohl die Template-RNS als aueh 15sliche Ribonuclein- 
ss die ffir die Synthese von Protein erforderlieh sind, wahrend der 
zur Chloroplastenisolierung benStigten Zeit dutch die Ribonuclease in- 
aktiviert werden. Zur Inaktivierung geniigt ja bereits die LSsung weniger 
Bindungen. Wir haben bereits friiher auf die MSglichkeit yon Artefakten 
bei solehen in vitro-Untersuchungen hingewiesen, Aus unseren 14C-Ver- 
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suchen an B1/~ttern in vivo (HEBER 1962) geht jedoeh zweifelsfrei hervor, 
dal] die Chloroplasten zur Proteinsynthese befi~higt sind und zu einem 
betr/ichtlichen Teil zur EiweiBsynthese des Blattes beitragen. 

Diese Befunde finden eine indirekte Best/~tigung durch die hier mit- 
geteilten Resultate sowie dureh die Ergebnisse der Arbeiten yon Bov~ 
und RAACXE (1959) und von LYTTL]~TON (1962), die zuerst aminos~ure- 
aktivierende Enzyme und Ribosomen in isolierten Chloroplasten nach- 
weisen konnten: Nach den heutigen Kenntnissen findet die peptidisehe 
Verknfipfung yon Aminos/iuren, ein Hauptsehri t t  der Proteinsynthese, 
an Ribosomen statt, nachdem die Aminos/iuren durch spezifische Enzyme 
aktiviert und von 16slichen Ribonueleins/iuren auf die Ribosomen fiber- 
tragen wurden. Das Vorkommen aller dieser Stoffe in Chloroplasten 
erscheint heute gesichert, so dab nunmehr die Beweiskette ffir die Syn- 
these spezifischer Proteine in Chloroplasten geschlossen sein dfirfte. 

Obwohl wir RNS mit Sicherheit in den Chloroplasten nachweisen 
k6nnen, ist uns ein soleher Nachweis ffir DNS nicht gelungen. Wir 
befinden uns mit diesem negativen Ergebnis in Ubereinstimmung mit 
MENKE und einigen anderen Forsehern (MENKE 1960) und vermuten, 
dab die relativ hohen DNS-Werte in Chloroplasten yon 1--3 mg/100 mg 
Protein, fiber die COOPER und LORI~(~ (1957) sowie CnIBA und SUOAHARX 
(1957) neben anderen berichten, aufgrund einer Verunreinigung der 
Chloroplastenffaktionen mit Kernmaterial zu erkl~ren sind, wie das vor 
allem auch bei WOLLGIEHN (1961) ersiehtlich wird. Neuerdings hat 
jedoeh WOLLGIEHlq (1963) klare Befunde erhalten, denen zufolge junge 
Chloroplasten Thymidin einbauen und somit Merkmale des DNS-Stoff- 
weehsels zeigen. 

Zusammenfassung 
Das Vorkommen yon Nucleins~uren in Chloroplasten wurde unter- 

sucht. Um Artefakte durch eine Sekund~rverlagerung yon Nuclein- 
si~uren w~hrend der Preparation auszuschliei~en, die bei der fiblichen 
Chloroplastenisolierung in Saccharose- oder NaC1-Puffer m6glich sind, 
wurden Chloroplasten nach Gefriertrocknung yon Bl~ttern in einem 
nicht-wi~firigen Medium isoliert. Es ergab sich, dal~ reine Chloroplasten 
von Bohnen, Roggen, Tabak und Spinat 2--5 mg RNS/100 mg Protein 
enthalten. Der nicht-plastische Plasmaanteil wies demgegenfiber einen 
durchschnittlichen RNS-Gehalt von 10--15 mg RNS/100 mg Protein 
auf. Der RNS-Spiegel yon Chloroplasten liegt somit wesentlich nied- 
riger als der des restlichen Plasmas. Der Anteil der Chloroplasten an 
der Gesamt-RNS der Blattzelle ist im Regelfalle h6her als 25--35%. 

Ein betri~chtlicher Anteil der Chloroplasten-RNS ist mit dem Lamellar- 
system der Chloroplasten assoziiert. Aufgrund des Sedimentationsverhal- 
tens kann weiter auf das Vorhandensein yon hochmolekularer, ,,ribo- 
somaler", und niedermolekularer, ,,16slicher" RNS geschlossen werden. 
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Die  Ch lo rop l a s t en  e n t h a l t e n  eine h i tze- ,  a lkohol -  u n d  s/~urestabile 

R ibonuc l ea se ,  die R N S  schnel l  a b b a u t .  

Summary 
The occurrence of nucleic acids in chloroplasts has been investigated. Chloro- 

plasts were isolated from freeze-dried leaves in a non-aqueous procedure, since 
isolation techniques in aqueous media do not exclude the possibility of artifacts due 
to leaching of nucleic acids from or adsorption onto the chloroplasts. Chloroplasts 
of rye, broad bean, tobacco and spinach leaves were found to contain, after suitable 
corrections for cytoplasmic contaminations of the chloroplast fraction were made, 
between 2 and 5 mg RNA/100 mg protein. The RNA content of the non-chloroplast 
part of the cell plasm was about 10 to 15 rag/100 mg protein. Since nuclei and 
cytoplasm are supposed to contain approximately equal amounts of RNA, this 
figure also reflects the RNA content of the cytoplasm. Thus, chloroplasts possess, 
on a unit protein basis, considerably less RNA than the surrounding cytoplasm. 
However, since the major part of the cell proteins is located in the chloroplasts 
(50 to 60%), still at least 25 to 35% of the total RNA of the leaf cell are contained 
in the chloroplasts. 

A considerable part of the chloroplastic RNA, possibly of ribosomal nature, 
is associated with the lamellar system of the chloroplast. From ultracentrifugal 
studies it is concluded, that chloroplasts also contain soluble and ribosomal RNA. 

The investigation of chloroplastic RNA is complicated because of the presence 
of an alcohol- and heat-resistant ribonuclease in the chloroplasts. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und Herrn Prof. Dr. H. ULLRICH sei 
fiir die Unterstfitzung dieser Untersuchung, Fraulein RENATE SUSTMANN ffir ihre 
einsatzfrcudige und sorgf~ltige Mitarbeit gedankt. 
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