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ABSTRACT 

In this study the proplastid development in embryonic cells is described for the 
apical meristem of Elodea canadensis, embryo sacs from Lilies, and Begonia leaf 
buds. The formation of these cell organelles originates with submicroscopical par- 
ticles which consist of a homogeneous stroma with a surrounding double membrane. 
When these proplastids reach an average size of 1/~, the inner layer of the mem- 
brane begins to invaginate into the stroma. This process is comparable to tubuli 
formation in mitochondria. 

Under growth conditions with sufficient exposure to light, the development of the 
grana and stroma lamellae proceeds without interruption. If the plants are kept in 
the dark, small vesicles are formed which accumulate in the prolamellar body of the 
proplastids. After illumination these elementary vesicles merge to form mem- 
branes which evolve into grana and stroma lamel]ae. The structural similarity of 
the early proplastid stages with the mitochondria seems to indicate that there exists 
some phylogenetic relationship between the two cell organelles. 

E I N L E I T U N G  

Ueber die ontogenetische Entwicklung der 
Chloroplasten sind in den letzten Jahren vor allem 
von Strugger (1-4) und seinen Mitarbeitern Grave 
(5), Kaja (6), B6ing (7), und Perner (8) zahlreiche 
licht- und elektronenmikroskopische Untersuchun- 
gen ver6ffenflicht worden. Sie haben gezeigt, dass 
die Plastiden in den h6heren Pflanzen einen kompli- 
zierten Entwicklungsprozess durchmachen. Die 
Differenzierung geht nach diesen Autoren yon 
Plastiden aus, die nur aus einem amoeboiden 
Stroma und einem sogenannten Prim~trgranum 
bestehen (1). Dieses Initial-Granum soil yon 
frttheren Plastiden iibernommen worden sein und 
sich w~hrend der Plastidenentwicklung durch 
identische Reduplikation vermehren. Die Existenz 
eines solchen persistierenden Bauelementes ist 
jedoch yon Heitz und Maly (9), Drivel (10), Eym~ 
(11), Buvat (12) und yon Wettstein (29) bestrit- 
ten worden. Im Gegensatz zu Strugger sind diese 
Autoren der Ansicht, dass die Granen erst w~hrend 
der Plastidenentwicklung im Stroma entstehen. 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen yon 
Heitz (13), Leyon (14), Perner (8), Mfihlethaler 

(15) und von Wettstein (29) haben ergeben, dass 
die im Lichtmikroskop als "Primirgranen" be- 
zeichneten Strukturen keine morphologische 
Aehnlichkeit mit den in ausgewachsenen Chloro- 
plasten vorhandenen Granen aufweisen. Sie be- 
stehen aus zahlreichen, ca. 190 A bis 450 A grossen 
Elementarpartikeln, die in einigen Pflanzen (z.B. 
bei Chlorophytum) zu kristallgitterartigen K6rpem 
geordnet sind. Da sie als Bildungszentren fiir die 
sich sp~ter entwickelnden Granen- und Stromal- 
amellen anzusehen sind, haben Hodge, McLean 
und Mercer (16) dafrir die Bezeichnung "pro- 
lamellar body" (Prolamellark6rper) vorgeschlagen. 
Von Dangeard (17) ist auch der Ausdruck "Cen- 
troplast" verwendet worden. Im folgenden werden 
wit ffir dieses Bauelement den Terminus Pro- 
lamellarki~rper anwenden. 

Umstritten ist aber nicht nur der Entwicklungs- 
prozess der internen Plastidenstruktur, sondern 
auch die Frage der Plastiden-Genese. Nach den 
klassischen Untersuchungen yon Schimper (18) 
sollen diese Zellorganelle nie de novo entstehen, 
sondern nur durch Teilung an die niichste Genera- 
tion weiter gegeben werden. Diese Schimper'sche 
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Kontinuitgtstheorie ist in letzter Zeit von Strugger 
(2) aufgegriffen und auf andern Zellpartikeln, wie 
z.B. Mitochondrien und SphS.rosomen, ausgedehnt 
worden. Die far die Photosynthese und die Stiirke- 
bildung massgebende Partikelpopulation wurden 
sehon frtiher unter dem Sammelbegriff "Plasti- 
dora" zusammengefasst und als unabhiingiges 
Organellsystem dem "Chondriom" gegeniiber- 
gestellt. Dabei erhob sich die Streitfrage, ob die 
Plastiden ein selbstitndiges Reduplikationsystem 
darstellen oder ob sie w~ihrend ihrer ontogeneti- 
schen-oder phylogenetischen Entwicklung aus den 
Mitoehondrien entstanden seien. Auf Grund der 
bisherigen liehtmikroskopischen Befunde war, 
wegen der Kleinheit der Objekte, ein Entscheid 
nicht leicht m6glieh (19). Dieses Problem kann 
indessen, wie Arnon, Whatley und Allen (20) 
ktirzlich erwithnten, auch bioehemisch angegangen 
werden. Sie fanden, dass nicht nur die Mitochon- 
drien, sondern auch die Plastiden die Fithigkeit 
besitzen ATP aufzubauen. Ein Untersehied 
besteht darin, dass in den Plastiden eine photo- 
synthetische,--in den Mitochondrien aber eine 
oxydative Phosphorylierung erfolgt. Die yon 
molekularem Sauerstoff v611ig unabhitngige photo- 
synthetische Phosphorylierung in den Plastiden 
liisst vermuten, dass diese Art ATP-Synthese 
vielleichte die primiire war. In den frtihesten 
Entwicklungsstufen des Pflanzenreiehes, als die 
Atmosphgre noch keinen Sauerstoff enthielt, 
dienten daher die Plastidenpigmente miiglicher- 
weise in erster Linie der Synthese energiereicher 
P-Verbindungen. Ihre heutige Funktion, niimlich 
die CO2-Assimilation, w~ire dann erst zu einem 
sp~tteren Zeitpunkt erworben worden (20). Da die 
Mitoehondrien fiir die Phosphorylierung auf den 
bei der Photosynthese frei werdenden Sauerstoff 
angewiesen sind, wurde die Vermutung geiiussert, 
sie als Abktimmlinge der Plastiden zu deuten. Eine 
strukturelle Aehnliehkeit dieser beiden Zellkompo- 
nenten w~ihrend ihrer ontogenetischen Entwick- 
lung wiirde diese Hypothese stfitzen. 

Methoden 

Die jringsten Proplastiden-Stadien slnd nur in em- 
bryonalen Zellen zu finden. Frir unsere Untersuchungen 
verwendeten wir Embryosackanlagen verschiedener 
Liliaceen (Lilium martagon, L. candidum, und Fritilla- 
rla imperlalis), Vegetationskegel von Elodea canaclensis 
und Knospen von Begonia-Blattstecklingen, 

Am grinstigsten erwiesen sich die Vegetationskegel 
von Elodea, da man sie unter dem Prgpariermikroskop 
leicht in einzelne Zonen unterteilen und so die Entwick- 

lung der Plastiden in aufeinanderfolgenden Schnittrei- 
hen, vonder Spitze aus, verfolgen konnte. Wie Drivel 
(10) zeigte, enthalten die Proplastiden aus der dritten 
Blattanlage bereits Chlorophyll. In der fiinften und 
sechsten Blattanlage durchlaufen sie eine Teilungs- 
phase und in den darauf folgenden Zonen ist ihre Ent- 
wicklung bereits beendet. 

Ffir s~mtliche Objekte verwendeten wir als Fixie- 
rungsmittel entweder Osmiums~iure oder KMnO4. Die 
letzte, yon Luft (21) angegebene Methode, ergab aus- 
gezeichnete Resultate. Zur Kontrastierung wurden die 
Gewebe wahrend der Entw~sserung im 70 Prozent Ace- 
ton mit Uranylacetat und Phosphorwolframsaure (1 
Prozent) behandelt. Als Einbettunsgmittel gebrauchten 
wit Araldit. 

E R G E B N I S S E  

In s~imtlichen von uns untersuchten Pflanzen, 
beginnt die Entwicklung der Plastiden--Innen- 
struktur durch Einwachsen der inneren 
Membranschicht. Sie erfolgt also gleich, wie bei den 
Mitochondrien, und aus diesem Grunde ist es 
sehr schwierig die beiden Zellorganelle auseinander 
zu halten. In den Mitochondrien wachsen diese 
"Tubuli" mehr oder weniger senkrecht zur 
Oberfl~iche in das Stroma hinein, w~ihrend sie in den 
Plastiden nach der Einfaltung abbiegen und knapp 
unter der Oberfgche entlang zieben (Fig. 2 bis 4). 
Im allgemeinen beginnt dieser Prozess, wenn die 
Proplastiden einen Durchmesser von 0,6 bis 2 # 
aufweisen und setzt gleichzeitig an mehreren 
Stellen der Oberfl~icbe ein. Zu diesem Zeitpunkt 
erfolgt auch die Bildung der ersten St~irkekSrner. 
Wie Fig. 2 zeigt, beginnt sich das vorher homogene 
Stroma an einzelnen Stellen aufzuhellen und kurze 
Zeit sp~ter erscheinen in diesen Bezirken St~irke- 
kSrner. Entweder ist ein einzelnes St~trkekorn zu 
beobaehten, oder es sind mehrere KSrner zu 
Aggregaten vereinigt. Da dieser Reservestoff nur 
im Plastiden-Stroma entstehen kann, besteht kein 
Zweifel fiber die Identit~it der untersuchten Zellor- 
ganelle mit Proplastiden. In den embryonalen 
Zellen sind die Proplastiden daher vomehmlich in 
den Dienst der Reservespeieherung gestellt, 
weshalb sie oft auch als Leukoplasten bezeichnet 
werden. Mit Strugger (2) sind wir abet der Ansicht, 
dass diese Speicherfunktion nur voriibergehender 
Natur ist und daher nicht als Richtlinie frir die 
Nomenklatur gelten kann. 

Ausser diesen, eben beschriebenen Proplastiden 
sind im Grundcytoplasma noch kleinere Zellparti- 
kel sichtbar. Sie bestehen, wie Fig. 1 zeigt, lediglich 
aus homogenem Stroma mit einer doppelschichti- 
gen Membran. Ihre GrSsse ist sehr variabel und 
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schwankt zwischen 0,02 bis 0,5 ,z. In den embryo- 
nalen Zellen, wo diese Partikel recht zahlreich sind, 
ki~nnen alle UebergangsgriJssen bis zu den Plasti- 
den und Mitoehondrien auftreten. Auf Grund 
dieser Beobachtungen mtissen wir annehmen, dass 
die irn Lichtmikroskop erkennbaren Plasmaparti- 
kel aus submikroskopischen Anlagen entstehen. Da 
diese Frtihstadien keinerlei Innenstruktur aufwei- 
sen, kann nicht entschieden werden, ob sic sich 
spgter zu Plastiden oder Mitochondrien entwik- 
keln. Entsprechend ihrer spiiteren physiologischen 
Aufgabe diirften jedoch zwei, in ihrem chemischen 
Aufbau von Anfang an verschiedene Populationen, 
vorhanden sein. 

In den Mitochondrien h6rt nach dem Einwach- 
sen der "Cristae" die morphologische Entwick- 
lung auf, w~thrend in den Plastiden dieses Stadium 
erst den Beginn der internen Differenzierung 
darstellt. Wie in der schematischen Zeichnung 
(Text-fig. 1) angedeutet ist, erfolgt die weitere 
Ausbildung in verschiedener Weise. Bei guter 
Belichtung werden die einwachsenden Doppel- 
schichten kontinuierlich vermehrt (Fig. 4) und 
entwickeln sich zu Granen- und Stromalamellen. 
Wie bereits Hodge, McLean, und Mercer (16) 
zeigten, unterbleibt bei Lichtmangel die Schichten- 
bildung. Die einwachsenden Tubuli zerfallen in 
zahlreiche B15.schen von 20 bis 30 m/z Durchmesser 
und ordnen sich zu einem sog. Prolamellark6rper 
zusammen. 

In unserer Versuehsreihe wurden einige Elodea- 
Sprosse am Licht, andere im Dunkeln kultiviert. 
Die belichteten Pflanzen zeigten nie eine dem Pro- 
lamellarktirper entsprechende Innenstruktur, w~ih- 
rend die Proplastiden aus etiolierten Sprossen 
bereits nach 3 Tagen solche K6rper enthidten. 
Nach einer Etiolierungsdauer yon 23 Tagen ist, wie 
Fig. 5 zeigt, nahezu das ganze Stroma von Prola- 
mellar-Blgschen erftillt. Eine gitterartige Ordnung 
der 0 ,05/ ,  grossen Bl~ischen konnte bei Elodea nie 
beobachtet werden, wiihrend sic in den Proplasti- 
den yon Chlorophytum stets zu finden war (Fig. 7). 
Die Gri~sse und die Anordnung dieser "Elementar- 
einheiten" scheint in den Proplastiden der 
verschiedenen Pflanzen zu variieren. 

Die Etiolierung verhindert offenbar die Synthese 
eines, fiir die Lamellenstruktur wichtigen Stoffes, 
w~ihrend andere Substanzen, wie z.B. die Caroti- 
noid-Pigmente, auch im Dunkeln weiter produziert 
werden. Die Kenntnisse, die wir tiber den chemi- 
schen Aufbau der Prolamellarkiirper besitzen, sind 
noch ungeniigend. Nach Spiekermann (22) und 

nach Ruch (27) soll neben den Pigmenten (Caroti- 
noide) auch Ribonukleins~ture darin vorkommen. 
Desoxy-ribonukleinsAure konnte StS.ubli (28), im 
Gegensatz zu Spiekermann, in den Chloroplasten 
nieht finden. Vermutlich sind, trotz der Unl/Jslich- 
keit des Prolamellark6rpers in Fettl6sungsmitteln, 
gewisse Lipoidmengen in ein unl6sliches Substrat 
eingelagert. Durch die Etiolierung wird, wie De 
Deken-Grenson (23) veriSffentlichte, die Synthese 
von Chloroplastenprotein unterbunden. Auf Grund 
dieses Befundes l~tsst sich vermuten, dass im 
unbelichteten Proplastid die Ausbildung der 
Lamellenstruktur unterdriickt wird, weft das 
Protein far die TrAgerlamellen fehlt. Die Synthese 
beginnt erst wieder bei Belichtung. Wghrend dem 
Ergrtinen der Plastiden nimmt das Trockengewicht 
nach De Deken-Grenson (23) um 17 Prozent, der 
Proteingehalt aber um 47 Prozent zu. Andreeva und 
Plyshevskaya (24) stellten fest, dass nach Zugabe 
yon (Nl~H4)2SO4 der markierte Stickstoff in Pflan- 
zen, die am Licht gehalten wurden, sowohl im 
Plasma-, wie im Plastiden-Protein zu finden war. 
In etiolierten Pflanzen 15.sst sich der radioaktive 
Stickstoff dagegen nut im Plasmaprotein nachwei- 
sen. Da somit im Dunkeln sowohl die Protein- 
synthese als auch die Ausbildung der Lamellen in 
den Plastiden beeintrg.chtigt wird, scheint ein 
Zusammenhang zwischen diesen beiden Vorg~ngen 
zu bestehen. 

Wie in den Fig. 6 und 7 gezeigt wird, beginnen 
sich nach der Belichtung die Bl~tschen des Prola- 
mellarki~rpers zu strecken und sic verschmelzen zu 
Doppellamellen. Zuerst entwickeln sich die Granen 
(Fig. 7), die geldrollenartig iibereinander liegen 
und erst wenn diese nahezu fertig ausgebildet sind 
(Fig. 9), wachsen dazwischen die Stromaschichten. 
Eine identische Reduplikation der Granalamellen 
konnten wir nirgends beobachten. Unsere Unter- 
suchungen zeigen, dass sic entweder dutch seit- 
liches Einwachsen vonder Plastidenmembran, oder 
aus dem Prolamellark6rper (Fig. 8) entstehen. Die 
dazwischenliegenden Stromaschichten unter- 
scheiden sich von den Granen nut dutch ihre 
gri~ssere Fliichenentwicklung. Wie ihr F1Achen- 
wachstum erfolgt, kann allerdings aus den elektro- 
nenmikroskopischen Aufnahmen nicht ersehen 
werden. Die von Hodge, McLean und Mercer (16) 
vertretene Ansicht, dass sich die Grana erst nach 
der Ausbildung der Stromaschichten entwickeln, 
konnten wir in unseren Objekten nicht best~ttigen. 
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Das Chlorophyll ist, wie die lichtmikroskopischen 
Beobachtungen zeigen, nur in den Granalamellen 
vorhanden. 

W~hrend der Entwicklung des Lamellensystems 
sind die Proplastiden normalerweise in lebhafter 
Teilung begriffen. Das Stroma und die bereits 
vorhandenen Grana- und Stromaschichten werden 
durch Einschnfirung getrennt, worauf sich die 
beiden Tochterindividuen selbst~ndig weiter ent- 
wickeln (Fig. 10). 

DISKUSSION 

Unsere Untersuchungen zeigen, dass die innere 
Struktur der Proplastiden yon der Belichtung 
abh~ngt. Es ist daher verstRndlich, dass die 
lichtmikroskopischen Befunde zu keinen tiber- 
einstimmenden Resultaten fiibrten. In den Zellen, 
die wenig Licht erhalten, wie z.B. die innern 
Knospenblgtter oder die zwischen iiltern Blattba- 
sen steckenden jungen Monokoty|en-Bl~tter, wer- 
den die Proplastiden, wie Strugger (1) entdeckte 
einen ProlamellarkSrper aufweisen. Dieser fehlt 
abet in den gut belichteten Pflanzenorganen, wie 
z.B. im Elodea Vegetationskegel (10, 12). 

In s~imtlichen von uns untersuchten Pflanzen 
beginnt die Differenzierung der Proplastiden mit 
der Einfaltung der innern Membranschicht. Eine 
Kontinuit~.t der Granen, wie sie von Strugger (I) 
postuliert wurde, fehlt. Die im Lichtmikroskop 
a|s "Prim~.rgranen" erkennbaren Strukturen sind 
morphologisch und physiologisch yon den in 
ausgewachsenen Plastiden sichtbaren Granen 
verschieden. Wie wir nachweisen konnten, entste- 
hen diese ProlamellarkSrper als Folge einer 
Etiolierung und verschwinden bei erneuter Belich- 
tung wieder. Die eigentlichen Plastidenanlagen 
sind im makromolekularen Bereich zu suchen und 
es erscheint durchaus mSglich, dass solche in der 
Zelle de novo entstehen kSnnen. Die von Schimper 
(18) fibernommene Kontinuit~tstheorie erscheint 
uns daher nicht als gesichert. 

Die Aehnlichkeit der fr0.hen Proplastidenstadien 
mit den Mitochondrien gibt erneut zur Diskussion 
tiber die phy|ogenetische Entwicklung der 
beiden Partikelpopulationen Anlass. Eine Ver- 
wandtschaft dieser Zellorganelle wie sie Guillier- 
mond (19) postulierte, ist in den letzten Jahren 
mehrheitlich abgelehnt worden. Die in unsern 
Aufuahmen gezeigte Aehnlichkeit der frtihen 
Plastidenstadien mit den Mitochondrien, sowie die, 
in der Einleitung erwiihnten Befunde von Arnon, 
Whatley und Allen (20) lassen indessen einen 

solchen Zusammenhang vermuten. Im Gegensatz 
zu der franzSsischen Schule sind wir jedoch der 
Ansicht, dass die Mitochondrien eher sekund/i.r aus 
den PIastiden entstanden sin& Zur Stiitzung dieser 
Ansicht kann auch auf die Befunde yon Brody und 
Vatter (25) hingewiesen werden, die in der primi- 
tiven Rotalge Prophyridium cruentum typisch 
ausgebildete Plastiden, aber keine Mitochondrien 
fanden. Letztere fehlen auch in Blaualgen (25) und 
photosynthetischen Bakterien (26). 

Wie fluoreszenzoptischen Beobachtungen zu 
entnehmen ist, beginnt die Pigmentbildung in den 
Plastiden zu einem Zeitpunkt, wo diese nach 
Gr6sse und Struktur den Mitochondrien iihnlich 
sehen. Es w~re daher verstgndlich, dass sich vor 
Urzeiten aus jenem Stadium eine neuartige 
pigmentfreie Partikelpopulation mit der Funktion 
der Mitochondrien entwickelt hat. 

ZUSAMMENFASSUNG 

In embryonalen Zellen aus dem Vegetationskegel 
von Elodea canadensis, Embryos~cken von Lilien, 
und in Knospen yon Begonia-Blattstecklingen 
wurde die Entwicklung der Proplastiden unter- 
sucht. Sie entstehen aus submikroskopischen 
Partikeln, die nur aus Stroma mit einer umgeben- 
den Doppelmembran bestehen. Wenn diese Zellor- 
ganelle eine GrSsse yon ca. 1 /~ erreicht haben, 
beginnt wie bei den Mitochondrien, die innere 
Membranschicht an verschiedenen Stellen ins 
Stroma einzuwachsen. Bei gcntigender Belichtung 
entwickelt sich daraus die typische Granen- 
Struktur mit Paketen yon Doppellamellen. Die 
Schichtenbildung erscheint bei ungenfigender 
Belichtung gehemmt, dafiJr entsteht im Proplasti- 
den ein aus Bl~.schen zusammengesetzter Prola- 
mellark5rper. Aus diesem entstehen dann erst nach 
einsetzender Belichtung versp~itet die Granen- und 
Stromalamellen. Die Friihstadien der Plastiden 
weisen eine grosse Aehnlichkeit mit den Mito- 
chondrien auf, was ftir die von biochemischer 
Seite postulierte Verwandschaft der beiden Zellor- 
ganelle spricht. 
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EXPLANATION O1~ PLATES 

PLATE 243 

FIG. 1. Early stage of plastid development in an apical meristem of Elodea canadensis. The bodies have an in- 
ternal stroma and a surrounding double membrane. Their size varies between 0.02 to 0.2/~. X 70,000. 

FIG. 2. The differentiation of the lamellar system begins after the invagination of the inner membrane layer into 
the stroma. At this stage the proplastids measure 0.5 to 1/z in diameter. (Leaf bud of Begonia.) X 30,000. 

FIa. 3. Typical invagination stage of a proplastid in a terminal bud of Fritillaria imperialis. X 55,00O. 
FIG. 4. Beginning of the internal differentiation in illuminated proplastids of Elodea canadensis. X 40,000. 
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PLATE 244 

FJc. 5. Prol)lastid from an apical meristem of Elodea after an etiolation period of 23 days. Most  of the stroma is 
filled with the prolamellar body. The minute vesicles have an average size of 0.05 #. X 30,000. 

FIG. 6. Proplastid after a period of etiolation of 10 days and a subsequent short illumination. The vesicles com- 
posing the prolamellar body merge and form lamellae. (Elodea.) X 25,000. 

FIG. 7. Beginning of grana formation around a prolamellar body in a proplastid of Chlorophytum Sternbergianum. 
The arrangement of the elementary particles is similar to a cristal lattice. X 33,000. 

FIO. 8. An advanced development stage with a number of fully formed grana. The prolamellar body has been 
reduced to a few vesicles. X 30,000. 
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PLATE 245 

FIG. 9. Young chloroplast from a Elodea leaf. The grana regions are nearly complete while the stroma lamellae 
are still in the stage of formation. X 57,000. 
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PLATE 246 

FIG. 10. In full grown chloroplasts the intra grana regions are traversed by numerous  s t roma lamellae. X 
30,000. 
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