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LIGHT-DEPENDENT CAROTENOID SYNTHESIS
I. ACTION SPECTRUM OF PHOTOINDUCTION IN FUSARIUM AQUAEDUCTUUM.

Swmmary. As a first step towards the identification of the photoreceptor re-
sponsible for the light-dependent carotenoid synthesis, this paper presents an
accurate action spectrum of photoinduction in Fusarium aguaeductuwm.

As a prerequisite for the determination of the spectrum the optimal conditions
for the light-dependent synthesis of pigments were studied. Addition of glucose
after illumination enhances the amount of pigment produced in the following dark-
ness, indicating that the limiting factor for pigment formation may be a deficiency
of carotenoid precursors. The amount of pigments produced depends on the loga-
rithm of the incident light over a 100 fold range. The reciprocity law holds true
over a wide range of time and light intensity.

Carotenoid synthesis is induced only by light with wavelength shorter than
520 nm. The action spectrum has maxima at 375/380 nm and 450/455 nm, one
shoulder at 430/440 nm and a further shoulder (or possibly a third maximum)
between 470 and 480 nm.

From this action spectrum carotenoids can be ruled out as possible photo-
receptors. The spectrum resembles the absorption spectra of certain flavoproteins.
Tt is therefore concluded that a flavoprotein is the acting photoreceptor; data of
other investigators with different organisms also support this conclusion. The
action spectrum presented also resembles the spectra of phototropism in Phy-
comyces-sporangiophores and Awvena-coleoptiles; therefore, the possibility is dis-
cussed that the same photoreceptor might be acting in all cases in which devel-
opment and movements are mediated by light of short wavelength.

Einleitung

Die bei einigen Mikroorganismen durch Licht induzierbare Caro-
tinoidsynthese verliuft in zwei deutlich voneinander getrennten Reak-
tionsabschnitten, der temperatur-unabhingigen Lichtinduktion und
einer Reihe von Folgereaktionen, die auch im Dunkeln ablaufen und
zur Synthese von gefarbten Carotinoiden fithren (ZaLoxar, 1954, 1955;
Haxo, 1955; Gros, 1959; RmriNg, 1962, 1964; Batra u. Ritning,
1964 ; EBERHARD, RAU u. ZEHENDER, 1961; RAT, 1962). Als eine der
ersten durch die Lichtinduktion in Gang gesetzten Dunkelreaktionen
wird die Neusynthese von Enzymen, die fiir die Pigmentbildung not-

* Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. E. BUxniNg, zum 60. Geburtstag
in Dankbarkeit gewidmet.
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wendig sind, diskutiert (RrLring, 1962, 1964; BaTrA u. RitniNg, 1964).
Die lichtabhingige Carotinoidsynthese diirfte wohl ein im Vergleich zu
anderen lichtbedingten Entwicklungs- und Bewegungsvorgingen ver-
haltnisméBig einfaches und tberschaubares System sein und erscheint
deshalb fiir Untersuchungen iiber den Reaktionsmechanismus einer
Lichtinduktion sehr geeignet.

Fir die Analyse des lichtabhingigen Reaktionsschrittes ist die
Identifizierung des verantwortlichen Lichtacceptors notwendig; ein
wertvolles Hilfsmittel fir diese ldentifizierung ist die Aufnahme des
Wirkungsspektrums. Angaben itber die Wirksamkeit von Licht verschie-
dener Wellenldngen auf die Carotinoidbildung liegen fiir mehrere Pilze
vor (FRIEDERICHSEN u. Exewr, 19567; Etzorp, 1960; Jurzirza, 1964),
etwas genauere Wirkungsspektren wurden aber nur bei Newrospora
crassq (ZALOKAR, 1955) und bei zwei Bakterien, Mycobacterium sp.
(Rizring, 1964; Batra u. RiLiNG, 1964) und Mycobacterium marinum
(MaTtHEWS, 1963; BaTRA u. Rirnine, 1964), aufgenommen. Simtliche
Befunde stimmen darin itberein, dafi nur das langwellige UV und der
kurzwellige Anteil des sichtbaren Lichts (violett, blau) wirksam sind;
die Grenze zum Langwelligen liegt bei etwa 520 nm, nur bei Myco-
bacterium marinwm scheint um 570 nm noch ein weiteres Maximum der
Wirksamkeit vorhanden zu sein. Als mogliche Lichtacceptoren kdmen
demnach (mit Ausnahme von Mycobacterium marinum) Carotinoide oder
Flavine in Frage. Zanokagrs Spektrum fiir Neurospora beschrinkt sich
auf den sichtbaren Bereich und 148t deshalb eine schliissige Entschei-
dung fiir eine der beiden Stoffgruppen nicht zu. Bei Mycobacterium sp.
fand RrmuiNg Gipfel bei 460 und bei 365 nm und schlieBt daraus, wie
auch schon ZALokAr vermutete, dafl der Lichtacceptor ein Flavin oder
Flavoprotein ist; die von thm ermittelten Spektren zeigen allerdings im
sichtbaren Bereich keine deutliche Feinstruktur. Aus Versuchen {iber
die Hemmung der Lichtreaktion durch Hydrosulfit, Azid und niedrige
pH-Werte (Barra u. RirrLing, 1964) ergaben sich dagegen zusétzliche
Hinweise, die fiir ein Flavoprotein als verantwortlichen Lichtacceptor
sprechen.

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, ein mdéglichst genaues Wir-
kungsspektrum der lichtabhéngigen Carotinoidsynthese bei Fusarium
aquaeductuum aufzunehmen. Als Voraussetzung dafiir mufiten aber
zundchst noch einige Fragen iiber den Zusammenhang zwischen Licht-
induktion und Carotinoidsynthese geklidrt werden. Bei unseren friitheren
Untersuchungen (EBERHARD, RAU u. ZEHENDER, 1961; Rau, 1962)
hatten wir mit Suspensionen des Pilzes in Phosphatpuffer gearbeitet, um
ein Wachstum des Organismus wibrend der Farbstoffbildung zu ver-
hindern. Dadurch sollten eventuell vorhandene Einflisse einer Plasma-
vermehrung auf die Menge der gebildeten Pigmente vermieden, die Pilze
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also in einem stationdren Zustand untersucht werden. Einige Ergebnisse
deuteten nun allerdings daraufhin, dall die Synthesefdhigkeit des Pilz-
mycels mit der Zeit abnimmt; so bildeten z. B. Pilzproben nach Be-
strahlung mit gleichen Lichtmengen um so weniger Farbstoff, je linger
die Zeit zwischen Uberfilhrung in Phosphatpuffer und Belichtung aus-
gedehnt wurde. Dieser als ,,Verarmung™ bezeichnete Vorgang ist ein
begrenzender Faktor der Carotinoidsynthese, der sehr wahrscheinlich
nichts mit der Beziehung zwischen Lichtinduktion und Farbstoffbildung
zu tun hat und deshalb bei der weiteren Analyse storen konnte.

Unsere bereits zitierten Untersuchungen hatten auBerdem gezeigt,
daf die Pigmentsynthese durch Zuckerfitterung kriftig gesteigert
werden kann. Wir hatten daraus geschlossen, dall die ,,Verarmung*
auf einer Abnahme der im Pilz vorhandenen Carotinoid-Vorstufen
beruht. Diese Annahme sollte tiberpriift werden um sicherzustellen, daB
die Verarmung nicht auch Reaktionsschritte beeintrichtigt, die an der
Lichtinduktion beteiligt sind.

Material und Methodik
Anzucht des Pilzes

Zu den Versuchen wurde der gleiche Stamm von Fusarium aquaeductuum wie
in den fritheren Untersuchungen (RAv u. ZEHENDER, 1959; EBERHARD, RAU u.
ZEHENDER, 1961; Ravu, 1962) verwendet; die Anzucht des Pilzes und die Vor-
bereitung zum Versuch wurde ebenfalls bereits frither beschrieben. Alle Arbeits-
ginge wurden ausschlieBlich bei schwachem Rotlicht (Leuchtstoffrohren Philips
TL 40 W, Lichtfarbe 15 oder rote Dunkelkammerbirnen Philips PF 712 E 45) aus-
gefithrt; das verwendete Licht induziert selbst bei einer Bestrahlungsdauer von
mehreren Stunden keine Carotinoidsynthese.

Bestimmung der Pigmentmenge

Zur Bestimmung der gebildeten Carotinoide wurde die frither beschriebene
Extraktionsmethode (Ravu, 1962) folgendermafien abgewandelt: Das Mycel wird
aus der Suspension abfiltriert, auf dem Papierfilter in ein Plastikflischchen (100 ml)
mit 20 ml Methanol und Glasperlen eingebracht und durch lingeres Schiitteln
(Schuittelmaschine) weitgehend zerschlagen. Dann werden 20 ml Aceton zupipet-
tiert, erneut geschiittelt und schlieBlich das Homogenat durch eine Nutsche filtriert
und mehrmals mit Aceton nachgewaschen. Da das zerschlagene Pilzmycel meist
noch nicht rein weil} erscheint, wird der gesamte Vorgang wiederholt, wobei als
Extraktionsmittel diesmal nur Aceton mit etwa 10% Eisessig verwendet wird. Mit
Hilfe dieser Methode kdnnen auch relativ geringe Pigmentmengen quantitativ
extrahiert werden.

Der Farbstoff wird dann durch Zugabe einer 10 %igen Ammoninmsulfat-Losung
in Petrolather (Kp. 30—50° C) iibergetrieben, dieser mehrmals mit Wasser ausge-
waschen und in einem Vaknum-Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingedampft.
Die Carotinoide werden mit 10 ml Petroldther aufgenommen und ihre Absorption
im Bereich von 450—480 nm in einem Beckmann-Spektralphotometer (Modell B
oder DB) gemessen. Als MaB fiir die Pigmentmenge dient die Extinktion im Ab-
sorptionsmaximum.
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Belichtung

a) Weifilicht. Zur Belichtung mit Weililicht wurden je 100 ml Pilzsuspension
in (aswaschflaschen gefiillt und vor einem Aggregat aus drei Leuchtstoffréhren
{Osram, Lichtfarbe 15 mit Reflektor, 65 W) aufgestellt; die Temperatur wihrend
der Belichtung betrug 20°4 1°C. Die Suspension wurde durch einen O,-Strom
optimal mit Sauerstoff versorgt und gleichzeitig durchmischt. Vor und nach der
Belichtung standen die Pilze unter standiger Durchliiftung in einer Dunkelkammer
bei einer Temperatur von ebenfalls 2004 19 C.

b) Monochromatisches Lichi. Monochromatisches Licht im Bereich von 350 bis
510 nm wurde mit Hilfe eines Quarz-Monochromators (M4 QII, Fa. C. Zeiss)
hergestellt. Als Lichtquelle diente eine Xenon-Hochdrucklampe (XBO 450 W), die
in einem Lampengehiuse mit Quarzoptik (LX 501 auvs einem Spektral-Fluorometer
der Fa. Zeiss) untergebracht war; Monochromator und Lampengehiuse waren auf
einer optischen Bank montiert und optisch justiert. Die Schlitzbreite des Austritts-
spalts am Monochromator betrug im Bereich von 350—400 nm 0,3 mm, von 410 bis
510 nm 0,2 mm; die dadurch erzielte Halbwertsbreite des monochromatischen
Lichts schwankte zwischen 4,0 und 8,5 nm. Die Lichtintensitdt wurde mit einer
geeichten GroBflichen-Thermosiule (B 1 der Firma Kipp, Delft) iiber ein Multi-
flex-Galvanometer (Fa. Lange, Berlin) gemessen (Mo®R u. SCHOSER, 1959); sie
betrug 550—1150 erg/cm?:sec.

Zur Belichtung wurden 50 ml Pilzsuspension in eine Kiivette (Tiefe 3,5 cm) aus
UV-durchlissigem Spezialglas gefiilit; die Lichtabsorption dieses Glases war zwi-
schen 510 und 3%0 um vollig gleich und nahm zum kiirzerwelligen Bereich nur
unwesentlich zu. Die Kiivette wurde 15 cm vor dem Austrittsspalt des Mono-
chromators aufgestellt; die Grofe des Lichtflecks betrug in dieser Entfernung
etwa 2 X 2 em. Zwischen Monochromator und Kiivette befand sich eine Blende, um
seitlich austretendes Streulicht zu absorbieren; der Raum, in dem die Pilzproben
belichtet wurden, war gegen das WeiBllicht der Hg-Lampe lichtdicht abgeschlossen.
Durch einen O,-Strom wurde die Pilzsuspension mit Sauerstoff versorgt und gleich-
zeitig stindig durchmischt. Die Suspension erwérmte sich wihrend der Belichtung
nicht nennenswert; auBerdem hétte eine kurzzeitige Temperaturerhéhung keinen
Einflufl auf das Versuchsergebnis, weil die Lichtinduktion temperatur-unabhingig
ist (Rav, 1962). Nach der Belichtung wurden die Proben in Gaswaschflaschen um-
gefiillt und blieben bis zum Ende des Versuches unter stdndiger Durchliftung in
der Dunkelkammer.

Ergebnisse

A. Steigerung der Carotinoidsynthese durch Zuckerfiitterung
1. Zeitlicher Verlauf der Farbstoffbildung

Um die durch eine bestimmte Lichtmenge induzierte Farbstoffmenge
vollstdndig erfassen zu kénnen, mufite zundchst der zeitliche Verlauf
der Carotinoidsynthese bei Zuckerfiitterung verfolgt werden. Vorver-
suche hatten ergeben, dal Fusarium bei Zusatz von Glucose in der Lage
ist, auch ohne Lichtinduktion geringe Mengen von Carotinoiden zu
bilden. Bei jedem Versuch wurde deshalb such die Farbstoffbildung
im Dunkeln bestimmt und die Werte der belichteten Proben gegen
diesen Dunkelwert korrigiert. Die in Abb. 1 dargestellten Ergebnisse
zeigen, dafl ohne Lichtinduktion die pro Zeiteinheit gebildete Pigment-
menge wahrend des ganzen Versuchs etwa gleich bleibt. Bei Belichtung

2 Planta (Berl,), Bd. 72
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beginnt die Carotinoidsynthese mit einer deutlichen lag-Periode von
1—1/, Std, steigh dann rasch an und ist im Gegensatz zu den Versuchen
ohne Glucose (Rau, 1962) erst nach 48 Std nahezu und nach 60—72 Std
vollsténdig abgeschlossen. Bei allen folgenden Versuchen wurden des-
halb die Pilzproben — soweit nicht anders angegeben ~— nach der Be-
lichtung noch mindestens 60 Std. im Dunkeln belassen.
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Abb. 1. Verlauf der Farbstoffbildung im Dunkeln (s—e) und nach 1stiindiger Belichtung mit
16000 Lux WeiBlicht (o—o0); Mittelwerte aus 5 Versuchen

2. Aufhebung der ,,Verarmung’* durch Glucosefiitterung

Fitterungsversuche mit verschiedenen Substraten (Disaccharide,
Hexosen, Pentosen, Glycerin, Acetat) zeigten, daBl Glucose, Saccharose
und Maltose die hichste Carotinoidausbeute ergeben. Die Abhangigkeit
der Farbstoffbildung von der Glucosekonzentration ist aus Tabelle 1 zu
ersehen; die im optimalen Bereich liegende Konzentration von 1,8%
wurde bei allen weiteren Versuchen angewendet.

Tabelle 1. Abhingigkeit der Carotinoidbildung von der Glucosekonzentration. Alle

Proben wurden 1 Std mit 16000 Lux Weiflicht belichtet wnd anschliefend der Zucker

zugesetzi. Die Farbstoffmenge ist in Prozent des Wertes ohne Glucose angegeben.
(Mittelwerte aus 6 Versuchen)

Ohne Glucose Glacosekonzentration
0,1% 0,6% 1,0% 1,6% 2% 3%
100% 141% 145% 155% 163% 159% 150%

In den folgenden Versuchen sollte nun gepriift werden, ob sich die
Abnahme des Carotinoidsynthesevermégens (,,Verarmung®) durch
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Glucosezusatz autheben 186t und welche Teilschritte der Gesamtreaktion
(Lichtinduktion oder Farbstoffsynthese) von der Verarmung betroffen
werden.

Dazu wurden Pilzproben nach sorgfiltigem Auswaschen des Néahr-
bodens in Phosphatpuffer itberfithrt und nach verschieden langer Warte-
zeit (,,Verarmungszeit*) 1 h mit 16000 Lux belichtet. Sofort anschlieffend
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Abb. 2, Farbstoffbildung bei folgender Versuchsanordnung: Verschieden lange Dunkelvorbehandiung

(,,Verarmungszeit*), dann 1stiindige Belichtung mit 16000 Lux WeiBlicht, anschlieBend 60 Std im

Dunkeln; nach der Belichtung Glucose zugesetzt (x—x) bzw. Proben ohne Glucosezusatz (o --~0);

Ordinate: Farbstoffmenge in % der jeweiligen Probe ohne Dunkelvorbehandlung (Mittelwerte aus
4 Versuchen)

wurde Glucose zugesetzt und die Pilzproben weitere 60—72 h im Dun-
keln belassen; die Kontrollen erhielten keinen Zucker. Die Ergebnisse
gind in Abb. 2 dargestellt. Ohne Glucosefiitterung nimmt die durch
Belichtung induzierte Farbstoffbildung bis zur 2. Std nur wenig, dann
aber bis zu 12. Std drastisch und von dieser Zeit an nur noch langsam
ab. Diese ,,Verarmung* wird durch Zusatz von Glucose nach der Be-
lichtung vollstindig aufgehoben; noch nach einer Wartezeit von 48h,
in der der Organismus keinerlei Nédhrstoffe von auBlen erhielt, bildet
er die gleiche Carotinoidmenge wie nach sofortiger Belichtung. Uber-
raschend ist, daB bei Belichtung nach einer kurzen ,,Verarmungszeit®
sogar um etwa 25% héhere Pigmentmengen gebildet werden; die Werte
steigen bis etwa zur 3. Std. an, bleiben bis zur 12. Std. nahezu gleich
und werden dann wieder langsam kleiner. Eine befriedigende Erklirung
fiir dieses Ergebnis kann bis jetzt nicht gegeben werden; als auslésende
Faktoren fir die , Aktivierung® oder ,,Sensibilisierung® des Pilzes
konnten die mechanische Schidigung beim Auswaschen oder der
osmotische Schock beim Uberfithren vom Nahrboden in den Phosphat-
puffer in Frage kommen.

PAd
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Die Tatsache, dafl bei Glucosefiitterung nach der Belichtung das
Farbstoffbildungsvermé6gen vollsténdig erhalten bleibt, zeigt eindeutig,
daf sich die Verarmung nicht auf die Lichtinduktion, sondern nur auf
die Synthese der Pigmente erstreckt. Da aber der durch Belichtung
induzierte Pigmentgehalt nicht nur von der Lichtmenge sondern auch
vom. Zeitpunkt der Lichteinwirkung abhingt, muBte bei allen folgenden
Versuchen darauf geachtet werden, dafl vergleichbare Proben etwa zur
gleichen Zeit nach Uberfithrung in den Phosphatpuffer belichtet werden.
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Abb. 3. Abhéngigkeit der Carotinoidbildung von der eingestrahiten Lichtmenge; die Belichtung
erfolgte mit konstanter Lichtintensitat (Mittelwerte aus 8 Versuchen)

Die nach Lichteinwirkung gebildete Carotinoidmenge zeigt eine
logarithmische Abhéngigkeit von der eingestrablten Lichtmenge (EBER-
HARD, RAU u. ZEHENDER, 1961). Die in Abb. 3 dargestellten Ergebnisse
zeigen, daf die logarithmische Beziehung auch bei Glucosefiitterung
erhalten bleibt und lassen damit wiederum erkennen, daBl der Mechanis-
mus der Lichtinduktion durch eine ,,Verarmung‘ nicht beeinfluft wird.

B. Aufstellung eines Wirkungsspektrums
1. Giiltigkeit der Produktenregel

Die im vorhergehenden Abschnitt dargestellten Versuche haben
gezeigt, daB durch Zuckerfiitterung auch nach der Belichtung eine opti-
male Ausniitzung der Lichtinduktion fiir die Carotinoidsynthese durch
den Pilz erreicht werden kann; aulerdem konnte aus den Ergebnissen
geschlossen werden, dafl das fir die Lichtinduktion verantwortliche
System von der Menge der vorhandenen Carotinoidvorstufen nicht be-
einflufit wird. AuBer diesen Voraussetzungen muBte fiir die Aufnahme
des Wirkungsspektrums noch die Giiltigkeit der Produktenregel geprift
werden. Fiir Versuche ohne Substratzufuhr konnten wir dies bereits
frither zeigen (EBERHARD, RAU u. ZEHENDER, 1961), die entsprechenden
Ergebnisse mit Glucosefiitterung sind in Tabelle 2 zusammengefalt.
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Tabelle 2. Giltigkeit der Produktenregel bes Glucosefiitterung nach der Belichtung.
Alle Proben wurden mit der gleichen Lichtmenge ( Weiflicht) von 120000 Luxminuten
belichtet ( Mittelwerte aus 5 Versuchen)

Lichtintensitidt (Lux) 16000 8000 4000 2000 1000 500
Belichtungszeit {min) 7,5 15 30 60 120 240
Carotinoidmenge 344 354 351 352 345 356

(Extinktion/100 mg Trockengewicht)

Ergénzend dazu sollte noch untersucht werden, ob bei der Licht-
induktion ,,Ermiidungserscheinungen‘ oder , Erholungsvorginge” eine
Rolle spielen. Dazu wurde eine bestimmte Belichtung entweder zusammen-
hingend oder intermittierend mit verschieden langen Pausen geboten.
Die in Tabelle 3 dargestellten Ergebnisse lassen erkennen, dafl innerhalb
des gepriiften Zeitraumes eine Aufteilung der Belichtung keinen EinfluB
auf die Menge der gebildeten Farbstoffe hat. Daraus kann geschlossen
werden, daB} bis zu der verwendeten Lichtintensitdt mit einer Sattigung
des Lichtacceptors nicht gerechnet werden mul.

Tabelle 3. Farbstoffbildung bei intermittierender Belichiung. Belichtungszeit jeweils
1 Std mit 16000 Lux Weiplicht; nach der Belichtung wurde Glucose zugesetzt
( Mitselwerte aus 3 Versuchen)

Bestrahlungsprogramm imal 1 Std  2mal?/, Std 4mal 1/, 8td
(zusammen- (dazwischen (dazwischen je
hingend) 1/, Std Pause) 1/, 8td Pause)

Carotinoidmenge (in Prozent der 100% 103,0--1,5% 101,54-3,0%

Belichtung ohne Pausen)

2. Wirkungsspektrum

Zur Ermittlung des Wirkungsspektrums wurden alle Pilzproben
mit einer konstanten Quantenmenge von4,2-10~7 Einstein/cm? bestrahlt;
dies wurde durch verschieden lange Belichtungszeiten (im sichtbaren
Bereich 16—34 min, im UV-Bereich 20-—41 min) erreicht. Um den zeit-
lichen Abstand zwischen den Belichtungen verschiedener Proben mog-
lichst klein zu halten, wurden pro Versuch nur bestimmte Abschnitte
des gesamten Spektralbereichs getestet. Bei jeder Versuchsreihe wurde
deshalb als Standard eine mit Licht der Wellenldnge 465 nm bestrahlte
Probe mitgefithrt und die Pigmentmengen der einzelnen Pilzproben
in Prozent der Farbstoffmenge der Standardprobe berechnet. Abb. 4
zeigt das auf diese Weise gewonnene Spektrum; jeder Kurvenpunks
stellt den Mittelwert aus 4—6 Einzelbestimmungen dar, die einfachen
mittleren Fehler sind nach oben und unten eingetragen. Das Wirkungs-
spektrum 1dBt eindeutig zwei Maxima der Wirksamkeit bei 375/380 nm
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und bei 450/455 nm erkennen, die durch ein Minimum bei 400 nm ge-
trennt sind. Tm sichtbaren Bereich zeigt sich auBerdem eine Schulter
bei 430—440 nm und ein weiteres Maximum zwischen 470 und 480 nm.
Ob das letztere allerdings reell ist, 148t sich bei Beriicksichtigung der
mittleren Fehler nicht sicher entscheiden; auf jeden Fall ergibt sich aber

Carotinoidmenge in % des Wertes bei 465nm
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Wellenlinge des eingestrahiten Lichts

Abb, 4, Wirkungsspekirum der lichtabhiingigen Carotinoidbildung; alle Proben wurden mit der
gleichen Quantenmenge von 4,2- 107 Einstein/em? belichtel. Senkrechte gestrichelie Linien:
einfacher mittlerer Fehler

dann in diesem Bereich eine sehr ausgeprégte Schulter. Oberhalb von
480 nm fillt die Wirksamkeitskurve steil ab und erreicht bei 510 nm den
Nullwert ; bei Bestrahlung mit einer etwa 8fachen Quantenmenge (durch
Verlingerung der Belichtungszeit) zeigte Licht der Wellenldnge 510 nm
allerdings noch eine sehr geringe Wirksamkeit, wahrend eine Belichtung
bei 520 und 550 nm keine Farbstoffbildung mehr induzierte. Wie bereits
im Abschnitt ,,Material und Methodik* erwihnt wurde, ist das Licht
von roten Leuchtstoffrohren (Philips TL 40 W/15, Emission > 590 nm)
selbst bei einer Belichtungszeit von mehreren Stunden unwirksam. Zur
Induktion der Carotinoidsynthese ist demnach nur kurzwelliges Licht
unterhalb der Wellenlédnge 520 nm befihigt.
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Die in Abb. 5 dargestellten Dosis-Effekt-Kurven fir drei charakte-
ristische Wellenldngen wurden mit Hilfe einer Interferenzfilteranlage
anfgenommen ; die dabei eingestrahlten Quantenmengen lagen im gleichen
Bereich wie diejenigen bei der Aufnahme des Wirkungsspektrums. In
Ubereinstimmung mit den WeiBllicht-Versuchen ergibt sich bei allen
drei Wellenlingen eine logarithmische Abhidngigkeit der Carotinoidbil-
dung von der eingestrahlten Lichtmenge. Der parallele Verlauf der
drei Geraden 148t darauf schlieBen, daB fiir die Aufnahme des Licht-
reizes nur ein Pigment verantwortlich ist.
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Abb. 5. Dosis-Effekt-Geraden fiir die 3 Wellenlingen 383, 450 und 482 nm (Mittelwerte aus
3 Versuchen)

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde als erster Schritt fiir eine Analyse
des Reaktionsmechanismus der lichtabhéngigen Carotinoidsynthese ein
genaues Wirkungsspektrum der Lichtinduktion bei Fusarium aquaeduc-
tuwm aufgenommen. Es stimmt in den wesentlichen Punkten mit den
Wirkungsspektren von Neurospora crassa (ZALOKAR, 1955) und von Myco-
bacterium sp. (RILLING, 1964; BATRA u. Rirring, 1964) iiberein, 18406t
dartiberhinaus aber erstmals die genauere Lage der Wirkungsmaxima
sowie im sichtbaren Bereich des Lichts eine ausgeprigtere Feinstruktur
erkennen. Bei allen drei Organismen ist fiir die Induktion der Carotinoid-
synthese nur kurzwelliges Licht mit einer (Grenze zum lingerwelligen
Bereich bei etwa 520 nm wirksam.

Bei Mycobacterium wurde im UV-Bereich ein Maximum der Wirk-
samkeit bei 365 nm gefunden, wihrend bei Fusarium dieser Gipfel bei
375/380 nm liegt. Da in den beiden fiir Mycobacterium ermittelten
Spektren die Mefpunkte 20 nm auseinanderliegen {nichster MeBpunkt
385 nm), 148t sich nicht entscheiden, ob ein Unterschied wirklich vor-
handen ist. Im sichtbaren Bereich ist nur ein grober Vergleich zwischen
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den Wirkungsspektren der beiden Organismen méoglich, weil die Mef-
punkte beim Spektrum von Mycobacterium so weit auseinanderliegen,
dal} eine sichere Aussage tiber Zahl und Lage von Maxima nicht moglich
ist; der Bereich maximaler Wirksamkeit liegt bei Mycobacterium
zwischen 440 und 480 nm. Dagegen konnte man aus dem von ZALOXKAR
tiir Neurospora crassa aufgestellten Wirkungsspektrum entgegen seiner
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Reaktion bzw. Absorption in relativen Einheiten

1
350 400 450 500 nm
Wellenldnge
Abb. 6. Vergleich des Wirkungsspektrums der lichtabhingigen Carotinoidsynthese bei Fusarium
(—-) mit den Absorptionsspektren der Flavoproteide L-a-Hydroxysadure-Oxidase nach ROBINSON
et al., 1962 (--~--- ) und Lipoyl-Dehydrogenase nach WILLIAMS, 1965 (------ )

eigenen Meinung, daf zwischen 449 und 488 nm ein Plateau ohne deut-
lich erkennbare Gipfel vorhanden sei, Maxima bei 454 und 480 nm
herauslesen, die mit den Maxima bei Fusarium gut iibereinstimmen
wiirden.

Auf Grund des Wirkungsspektrums kimen als moglicher Licht-
acceptor Flavine oder Carotinoide in Frage. ZALOKAR sowie RILLING ent-
scheiden sich fiir ein Flavin bzw. Flavoproteid als Acceptor, glauben aber
doch, daB ein Carotinoid allein auf Grund des Wirkungsspektrums nicht
ausgeschlossen werden kann. Nun miiite ein solches Carotinoid zur
Erklirung des UV-Gipfels der Wirksamkeit ein Absorptionsmaximum
im UV-Bereich besitzen. Diese Absorptionseigenschaft weisen nur cis-
Carotinoide auf, bei denen der UV-Gipfel aber immer einen Abstand
von 140 nm vom langwelligsten Maximum im sichtbaren Bereich hat
(ZECHMEISTER, 1962). Die Tatsache, daf langwelligstes und UV-Maximum
im Wirkungsspektrum dagegen hochstens 110 nm auseinander liegen,
diirfte ein Carotinoid als Lichtacceptor mit groBer Wahrscheinlichkeit
ausschliefien.
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Viele Flavoproteine haben ein Absorptionsspektrum, das neben den
beiden Maxima im UV und bei 450 nm noch zwei mehr oder weniger
deutlich ausgeprigte Schultern um 430 und um 480 nm zeigt (MASSEY u.
GanTuer, 1965). Ein Vergleich des vorliegenden Wirkungsspektrums
mit den Absorptionsspektren von zwei Flavoproteinen (Abb. 6) liBt
die Ubereinstimmung im Kurvenverlauf deutlich erkennen. Fir die
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Abb. 7. Vergleich des Wirkungsspektrums der lichtabhingigen Carotinoidsynthese bei Fusarium
(——) mit den Wirkungsspektren des Phototropismus von Phycomyces-Sporangientrigern nach
CURRY 0. GRUEN, 1959 (-++--- ) und nach DELBRUCK und SHROPSHIRE, 1960 (----- )

Tdentitdt des Lichtacceptors mit einem Flavoproteid sprechen auBerdem
die bereits erwihnten Versuche iiber die Hemmung der Lichtreaktion
durch Azid und Hydrosulfit (BATRA u. Rirrine, 1964).

Das hier ermittelte Wirkungsspektrum der lichtabhingigen Caroti-
noidsynthese ist praktisch identisch mit dem Wirkungsspektrum einer
anderen physiologischen Reaktion, némlich dem Phototropismus; ein
Vergleich mit den an Sporangientriigern von Phycomyces (CURRY u.
GrueN, 1959; DELBRUCK u. SHROPSHIRE, 1960) ermittelten Wirkungs-
spektren ist aus Abb.7 zu ersehen; von kleineren Abweichungen ab-
gesehen stimmt die Lage der Maxima und Minima aller drei Kurven
iiberein. Sehr dhnliche Aktionsspektren wurden auflerdem von SEROPS-
HIRE u. Wrtarow (1958) und von Curry u. THIMANN {1961) bei Avena-
Koleoptilen gefunden. Gerade beim Phototropismus ist aber die Dis-
kussion iiber die Natur des verantwortlichen Lichtacceptors noch in
vollem Gange, wobei die Verhiltnisse zusatzlich dadurch kompliziert
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werden, daBl die Empfindlichkeit fiir kurzwelliges Licht durch Rotlicht
beeinfluBt wird und aulerdem mit einer ,,Schattenspenderwirkung
durch andere Pigmente gerechnet werden mull (CurRRY u. THIMANK,
1961 ; Bricas, 1964; Havrr, 1964 und dort zitierte Literatur).

Bei einer so weitgehenden Ubereinstimmung der Wirkungsspektren
erhebt sich die Frage, ob nicht beim Phototropismus und bei der Carotin-
oidsynthese und dartiberhinaus auch bei anderen nur durch kurzwellige
Strahlung induzierbaren Vorgidnge wie z.B. gewissen Chloroplasten-
bewegungen (Haupr, 1963), Morphogenesen (Momr, 1956; Mour u.
Hoii, 1964; BERGFELD, 1963 ; BERGMANN u. BERGER, 1966) oder Ande-
rungen des Plasmazustandes (Virein, 1964) der gleiche oder mindestens
sehr dhnliche Lichtacceptoren wirksam sein kénnten. Eine Lichtabsorp-
tion durch den gleichen Acceptor kénnte dann, in Analogie zum Phyto-
chromsystem, in den verschiedenen Organismen die verschiedenartigsten
physiologischen Prozesse induzieren. Dafl Flavine die verantwortlichen
Lichtreceptoren fiir physiologische Vorginge sein kénnen, wurde in
letzter Zeit von ZENk (1963, 1966) fiir Photooxydationen in der Avena-
Koleoptile gezeigt und von MayEeRr (1966) fiir Chloroplastenbewegungen
wahrscheinlich gemacht.

Welche Folgereaktionen bei der lichtabhéngigen Carotinoidsynthese
durch eine Strahlungsabsorption des Acceptors in Gang gesetzt werden,
ist noch weitgehend ungeklirt; die bis jetzt vorliegenden Versuchs-
ergebnisse und die sich daraus ergebenden Folgerungen sollen in einer
spateren Arbeit besprochen werden.

Die Untersuchungen wurden in dankenswerter Weise von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft unterstiitzt. Der Firma Carl Zeiss, Oberkochen, mdchte
ich fiir die leihweise Uberlassung der Xenon-Lampe danken. Mein besonderer Dank
gilt Frau Ursura ScrERF und Friulein IrMeaBDp LinpEmany fir ihre sorgfaltige
und unermiidliche Mitarbeit.

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde als erster Schritt zur Identifizie-
rung des fiir die lichtabhingige Carotinoidsynthese verantwortlichen
Acceptors ein genaues Wirkungsspektrum der Lichtinduktion bei Fusa-
rium aguaeductuwm aufgenommen.

Als Voraussetzung dafiir wurde nach den Bedingungen fir eine
optimale Ausniitzung der Lichtinduktion zur Farbstoffbildung gesucht.
Es konnte gezeigt werden, dafl Glucosefiitterung eine wahrscheinlich
durch Abnahme der Carotinoidvorstufen bedingte Begrenzung der Pig-
mentsynthese verhindert. Die Menge der nach der Lichtinduktion ge-
bildeten Carotinoide ist iiber einen Bereich von zwei Zehnerpotenzen
vom Logarithmus der eingestrahlten Lichtmenge abhéngig; dabei ist
im ganzen untersuchten Bereich die Produktenregel giltig.
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Die Farbstofibildung kann nur durch kurzwellige Strahlung unter-
halb 520 nm induziert werden. Das Wirkungsspektrum zeigt zwei
Maxima bei 375/380 nm und 450/455 nm, eine Schulter bei 430—440nm,
sowie ein kleineres Maximum oder eine deutlich ausgeprdgte Schulter
zwischen 470 und 480 nm.

Auf Grund der Ahnlichkeit des ermittelten Wirkungsspektrums mit
den Absorptionsspektren von Flavoproteiden wird angenommen, daB
der Lichtacceptor fur die lichtabhédngige Carotinoidsynthese sehr wahr-
scheinlich ein Flavoproteid ist; Versuchsergebnisse anderer Autoren an
verschiedenen Organismen sprechen ebenfalls fiir diese Annahme. Das
vorliegende Wirkungsspektrum ist mit dem des Phototropismus von
Phycomyces-Sporangientrdgern und von Awena-Koleoptilen praktisch
identisch; es wird deshalb die Moglichkeit erdrtert, ob nicht fir alle
Entwicklungs- und Bewegungsvorginge, die durch kurzwellige Strah-
lung induziert werden, der gleiche Lichtacceptor verantwortlich sein
kénnte.
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