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LIGHT-DEPENDENT CAROTENOID SYNTHESIS 
I. ACTION SPECTI~UI~ OF PHOTOINDUCTION IN F U S A R [ U M  A Q U A E D U C T U U M .  

Summary. 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 photoinduetion in Fusarium aquaeductuum. 

As a prerequisite for the determination of the spectrum the optimM 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 ran. 

From this action spectrum earotenoids can be ruled out as possible photo- 
receptors. The spectrum resembles the absorption spectra of certain flavoproteins. 
It  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- 
eomyces-sporangiophores and Avena-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 dnreh Licht  induzierbare Caro- 

t inoidsynthese verlguft  in zwei deutlich vone inander  ge t rennten  Reak- 
t ionsabschni t ten,  der t emper~tur -unabhgngigen  Lich t indukt ion  und  
einer Reihe yon Folgereaktionen,  die auch im Dunke ln  abl~ufen und  
zur Synthese von gefgrbten Carotinoiden fiihren (ZALoKA~, 1954, 1955; 
HAxo, 1955; G~oB, 1959; I:~ILLII~G, 1962, 1964; BATttA u .  I:~ILLII~G, 

1964; EBE~mA~D, RAU U. Z]~gE~D]~R, 1961; RAY, 1962). Als eine der 
ersten durch die L ich t indukt ion  ill Gang gesetzten Dunkel reak t ionen  
wird die Neusynthese yon  Enzymen,  die fiir die P igmentbf ldung not- 

* Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. E. B~JN~I~O, zum 60. Geburtstag 
in Dankbarkeit gewidmet. 
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wendig sind, diskutiert (I~LsI5G, 1962, 1964; BATt~A U. I~ILLINO, 1964). 
Die liehtabh/~ngige Carotinoidsynthese dfirfte wohl ein im Vergleieh zu 
anderen liehtbedingten Entwieklungs- und Bewegungsvorg/~ngen ver- 
hgltnism/~13ig einfaehes und fibersehaubares System sein und erseheint 
deshalb ffir Untersuehungen fiber den Reaktionsmeehanismus einer 
Liehtinduktion sehr geeignet. 

Ffir die Analyse des liehtabh/~ngigen Reaktionssehrittes isg die 
Identifizierung des verantwortliehen Liehtaeeeptors notwendig; ein 
wertvolles Hilfsmittel ffir diese Identifizierung ist die Aufnahme des 
Wirkungsspektrmns. Angaben fiber die Wirksamkeit yon Lieht versehie- 
dener Wellenl/ingen auf die Carotinoidbildung liegen ffir mehrere Pilze 
~-or (Fm~D~RIC~S~X u. ESGEL, 1957; ETZOLD, 1960; JURZITZA, 1964), 
etwas genauere Wirkungsspektren wurden abet nur bei Neurospora 
crassa (ZALoma~, 1955) und bei zwei Bakterien, Mycobacterium sp. 
(RILLING, 1964; BATRA U. RILLI~G, 1964) und Mycobacterium marinum 
(MAT~WS, 1963; BAT~A u. RIJ, L~SG, 1964), aufgenommen. S/~mtliehe 
Befunde stimmen darin iiberein, dab nut  das langwellige UV und der 
kurzwellige Anteil des siehtbaren Liehts (violent, blau) wirksam sind; 
die Grenze zum Langwelligen liegt bei etwa 520 nm, nut  bei Myco- 
baclerium marinum seheint um 570 nm noeh ein weiteres Maximum der 
Wirksamkeit vorhanden zu sein. Als m6gliehe Liehtaeeeptoren kgmen 
demnaeh (mit Ausnahme yon Mycobacterium marinum) Carotinoide oder 
Flavine in Frage. ZAnoxa~s Spektrum ffir Neurospora besehr/~nkt sieh 
auf den siehtbaren Bereieh und l~tgt deshalb eine sehlfissige Entsehei- 
dung ffir eine der beiden Stoffgruppen nieht zu. Bei Mycobacterium sp. 
land RILLI~G Gipfel bei 460 und bei 365 nm nnd sehliegt daraus, wie 
aueh sehon ZALOKA~ vermutete, dal3 der Liehtaceep~or ein Flavin oder 
Flavoprotein ist; die yon ihm ermittelten Spektren zeigen Mlerdings im 
siehtbaren Bereieh keine deutliehe Feinstruktur. Aus Versuehen fiber 
die tIemmung der Liehtreaktion dureh Hydrosulfit, Azid und niedrige 
pH-Werte (BATRA u. I~ISL~SS, 1964) ergaben sieh dagegen zus/~tzliehe 
Hinweise, die ffir ein Flavoprotein als verantwortliehen Liehtaeeeptor 
spreehen. 

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, ein m6gliehst genaues Wir- 
kungsspektrum der liehtabhgngigen Carotinoidsynthese bei t~usarium 
aquaeductuum aufzunehmen. Als Voraussetzung daffir mugten aber 
zun/~ehst noeh einige Fragen fiber den Zusammenhang zwisehen Lieht- 
induktion und Carotinoidsynthese gekl/~rt werden. Bei unseren frfiheren 
Untersuehungen (EsE~A~D, RAy u. ZE~XD~R, 1961; t~A~, 1962) 
batten wit" mit Suspensionen des Pilzes in Phosphatpuffer gearbeitet, um 
ein Waehstum des Organismus wghrend der Farbstoffbildung zu ver- 
hindern. Dadnreh sollten eventuell vorhandene Einflfisse einer Plasma- 
vermehrung auf die Menge der gebildeten Pigmente vermieden, die Pilze 
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also in einem station/~ren Zus t and  un te r sueh t  werden.  Einige Ergebnisse  
deu te ten  nun al lerdings daraufhin ,  dag  die Synthesefghigkei t  des Pilz- 
mycels  mi t  der  Zeit  a b n i m m t ;  so b i lde ten  z. B. P i lzproben  nach  Be- 
s t rah lung mi t  gleichen L ieh tmengen  u m  so weniger  Farbs tof f ,  je 1/inger 
die Zei t  zwischen 1Jberfiihrung in Phospha tpuf fe r  und  Bel ichtung aus- 
gedehnt  wurde.  Dieser als , ,Verarmung"  bezeichnete  Vorgang ist  ein 
begrenzender  F a k t o r  der  Carot inoidsynthese ,  der  sehr wahrseheini ich 
nichts  mi t  der  Beziehung zwisehen L ich t induk t ion  und  Farbs to f fb i ldung  
zu t u n  ha t  und  deshalb bei  der  wei teren Ana lyse  stSren kSnnte.  

Unsere  berei ts  z i t ie r ten  Un te r suchungen  h a t t e n  auf~erdem gezeigt,  
dag  die P igmen t syn these  durch  Zuckerff i t terung kri~ftig gesteiger t  
werden kann.  W i r  h a t t e n  daraus  geschlossen, dag  die , ,Verarmung"  
anf einer A b n a h m e  der im Pilz vo rhandenen  Carot inoid-Vors tufen  
beruht .  Diese Annahme  sollte i iberpr i i f t  werden u m  sicherzustellen,  dag  
die Vera rmung  n icht  auch t~eakt ionssehr i t te  beeintr / icht igt ,  die an der  
L i ch t induk t ion  betef i igt  sind. 

Mater ia l  and  Methodik 

Anzuch t  des Pilzes 

Zu den Versuchen wurde der gleiehe Stamm yon Fusarium aquaeductuum wie 
in den friiheren Untersuchungen (I~Av u. ZEg~D]~R, 1959; ]~BEtCIIAt~D, ]:~AU U. 
Z]~E]~Dn~, 1961; RAY, 1962) verwendet; die Anzucht des Pflzes und die Vor- 
bereitung zum Versuch wurde eben~lls bereits friiher beschrieben. Alle Arbeits- 
g~nge wurden ausschliel~lich bei schwachem l~otlicht (Leuchtstoffr5hren Philips 
TL 40 W, Licht~rbe 15 oder rote Dunkelkammerbirnen Philips PF 712 E 45) aus- 
gefiihrt; das verwendete Licht induziert selbst bei einer Bestrahlungsdauer von 
mehreren Stunden keine Carotinoidsynthese. 

Bes t immung  der  P igmen tmenge  

Zur Bestimmung der gebfldeten Carotinoide wurde die friiher beschriebene 
Extr~ktionsmethode (I~Au, 1962) folgenderma~en abgewandelt: Das Myeel wird 
aus der Suspension abfiltriert, auf dem P~pierfilter in ein PIastikfl~sehchen (100 ml) 
mit 20 ral Methanol und Glasperlen eingebr~eht und dureh l~ngeres Sehfitteln 
(Sehfittelmasehine) weitgehend zerschlagen. Dann werden 20 ml Aeeton zupipet- 
tiert, erneut gesehiittelt und schliel~lich das Homogenat dutch eine Nutsehe filtriert 
und mehrmals mit Aceton naehgewaschen. Da das zersehl~gene I)ilzmycel meist 
noch nicht rein wei~ erseheint, wird der gesamte Vorg~ng wiederholt, wobei ~ls 
Extraktionsmittel diesmal nur Aceton mit etwa 10% Eisessig verwendet wird. Mit 
Hilfe dieser Methode kSnnen auch relativ geringe Pigmentmengen quantitativ 
extr~hiert werden. 

Der Farbstoff wird dann durch Zugabe einer l0 % igen Ammoniumsulfat-LSsung 
in Petrol~ther (Kp. 30--50 o C) iibergetrieben, dieser mehrm~ls mit Wasser ausge- 
wsschen und in einem Vakuum-Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingedampft. 
Die Carotinoide werden mit 10 ml Petrolgther aufgenommen und ihre Absorption 
im Bereich yon 450--480 nm in einem Beckm~nn~SpektrMphotometer (Mode]l B 
oder DB) gemessen. Als Maf~ ffir die Pigrnentmenge dient die Extinktion im Ab- 
sorptionsmaximum. 
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Bel ich tung  

a) Weifllicht. Zur Belichtung mit WeiBlicht wurden je 100 ml Pilzsuspension 
in Gaswaschflaschen gefiillt und vor einem Aggregat aus drei LeuchtstoffrShren 
(Osram, Lichtfarbe 15 mit Reflektor, 65 W) aufgestellt; die Temperatur wghrend 
der Belichtung betrug 20~ 1 ~ C. Die Suspension wurde dureh einen 02-Strom 
optimal mit Sauerstoff versorgt und gleichzeitig durchmischt. Vor und nach der 
Belichtung standen die Pilze unter stgndiger Durehlfiftung in einer Dunkelkammer 
bei einer Temperatur von ebenfalls 200• 1 ~ C. 

b) Monochromatisches Licht. Monochromatisches Licht im Bereich yon 350 bis 
510 nm wurde mit Hilfe eines Quarz-Monochromators (M 4 Q II,  Fa. C. Zeiss) 
hergestellt. Als Liehtquelle diente eine Xenon-Hoehdrucklampe (XBO 450 W), die 
in einem Lampengeh~use mit Quarzoptik (LX 501 aus einem Spektral-~luorometer 
der Ya. Zeiss) untergebracht war; Monoehromator und Lampengehguse waren auf 
einer optischen Bank montiert und optisch justiert. Die Schlitzbreite des Austritts- 
spalts am Monochromator betrug im Bereieh yon 350~400 nm 0,3 mm, yon 410 bis 
510nm 0,2mm; die dadurch ~rzielte HMbwertsbreite des monochromatisehen 
Liehts schwankte zwisehen 4,0 und 8,5 nm. Die Lichtintensitgt wurde mit einer 
geeichten Grol3flgchen-Thermosgule (E 1 der Firma Kipp, Delft) fiber ein Multi- 
flex-Galvanometer (Fa. Lunge, Berlin) gemessen (Mom~ u. Sc~osE~, 1959); sie 
betrug 550--1150 erg/em 2. sec. 

Zur Belichtung wurden 50 ml Pilzsuspension in eine Kiivette (Tiefe 3,5 cm) aus 
UV-durehlgssigem Spezialglas gefiillt; die Lichtabsorption dieses Glases war zwi- 
schen 510 und 390 [zm v511ig gleich und nahm zum kiirzerwe]ligen Bereich nut 
unwesentlieh zu. Die Kfivette wurde 15 cm vor dem Austrittsspalt des Mono- 
ehromators aufgestellt; die Gr5~e des Lichtflecks betrug in dieser Entfernung 
etwa 2 • 2 cm. Zwischen Monoehromator und Kfivet~e befand sich eine Blende, um 
seitlich austretendes Streulicht zu absorbieren; der l~aum, in dem die Yilzproben 
beliehtet wurden, war gegen das Weil~lieht der Hg-Lampe lichtdicht abgeschlossen. 
Durch einen O~-Strom wurde die Pilzsuspension mit Sauerstoff versorgt und gleich- 
zeitig stgndig durchmischt. Die Suspension erwgrmte sich wghrend der Belichtung 
nicht nennenswert; au~erdem hgtte eine kurzzeitige TemperaturerhShung keinen 
Ein~luB auf das Versuchsergebnis, weil die Lichtinduktion temperatur-unabhgngig 
ist (RAv, 1962). Nach der Belichtung wurden die ])roben in Gaswaschfiaschen um- 
gefiillt und blieben bis zum Ende des Versuehes unter stgndiger Durchliiftung in 
der Dunkelkammer. 

Ergebnisse 

A. Steigerung der Carotinoidsynthese dutch Zucker/i~tterung 
1. Zei t l icher  Ver lauf  der  Fa rbs to f fb i ldung  

U m  die durch  eine best imm~e L ich tmenge  induzier te  Fa rbs to f fmenge  
vol ls t~ndig  erfassen zu kSnnen,  mul~te zungchs t  der  zeit l iche Verlauf  
de r  Caro t ino idsynthese  bei  Zuckerf f i t te rung verfolg~ werden.  Vorver-  
suche h a t t e n  ergeben,  dal3 Fusarium bei  Zusa tz  yon Glucose in der  Lage  
ist ,  auch ohne L i ch t i nduk t ion  geringe Mengen von Carot inoiden zu 
t i l den .  Bei  j edem Versuch wurde  deshalb  auch die Fa rbs to f fb i ldung  
im Dunke ln  b e s t i m m t  und  die W e r t e  der  be l ich te ten  P roben  gegen 
diesen Dunke lwer t  korrigier~. Die in Abb .  1 darges te l l ten  Ergebnisse  
zeigen, dal~ ohne L i c h t i n d u k t i o n  die pro  Zei te inhei t  gebilc]ete ~2igment- 
menge wghrend  des ganzen Versuchs e twa  gleich ble ibt .  :Bei Bel ieh tung  

2 Planta (BerL), Bd. 72 
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beginnt die Carotinoidsynthese mit einer deutlichen lag-Periode von 
1--11/8 Std, steigt dann raseh an und ist im Gegensatz zu den Versuchen 
ohne Glucose (RAu, 1962) erst nach 48 Std nahezu und nach 60--72 Std 
vollstiindig abgesehlossen. Bei allen folgenden Versuehen wurden des- 
halb die Pflzproben - -  soweit nicht anders angegeben - -  naeh der Be- 
lichtung noch mindestens 60 Std. im Dunkeln belassen. 

~' eo 

"~ 20 
o 

0 12 24 35 48 60 72 

Stunden nach L&ht- bzw. Versuchsbeginn 
Abb. 1. Yerlauf der Farbstoffbildung im Dunkeln (=-- ,)  und nach lsttlndiger Belichtung mit  

16000 Lux WeiBlicht (o--o); l~ittelwerte aus 5 Versuchen 

2. Aufhebung der ,,Verarmung" dureh Glucoseffitterung 

Ffitterungsversuche mit verschiedenen Substraten (Disaccharide, 
Hexosen, Pentosen, Glycerin, Acetat) zeigten, dab Glucose, Saccharose 
und Maltose die hSchste Carotinoidausbeute ergeben. Die Abhangigkeit 
der Farbstoffbfldung yon der Glueosekonzentration ist aus Tabelle 1 zu 
ersehen; die im optimalen Bereich liegende Konzentration yon 1,8% 
wurde bei allen weiteren Versuchen angewendet. 

Tabelle 1. Abhdngigkeit der Carotinoidbildung vonder Glucosekonzentration. Alle 
Proben wurden 1 Std mit 16000 Lux Weifllicht belichtet und anachlie/3end der Zuclcer 
zugesetzt. Die Farbsto[1menge ist in Prozent des Wertes ohne G~ucose angegeben. 

(Mittelwerte aus 5 Versuchen) 

Ohne Glucose Gluoosekonzentra~ion 

0,1% 0,5% 1,0% 1,5% 2% 3% 

100 % 141% 145 % 155 % 163 % 159 % 150 % 

In den Iolgenden Versuchen sollte nun geprfift werden, ob sich die 
Abnahme des CarotinoidsynthesevermSgens (,,Verarmung") durch 
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Glucosezusatz aufheben li~l~t und welche Teilschritte der Gesamtreaktion 
(Lichtinduktion oder Farbstoffsynthese) yon der Verarmung betroffen 
werden. 

Dazu wurden Pflzproben nach sorgf/iltigem Auswaschen des N~hr- 
bodens in Phosphatpuffer iiberffihrt und nach verschieden langer Warte- 
zeit (,,Verarmungszeit") 1 h mit 16 000 Lux belichtet. Sofort anschliet3end 
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�9 o -  _ . . . . . . .  o -  

"20 -- 

o 12 ~8 2~ 36  

Stunden Dunkelvorbehandlung 

Abb. 2, Farbstoffbildung bei folgender Versuchsanordnung: Verschieden lange Dunkelvorbehandlung 
(,,Verarmungszeit"), dann lstfindige Belichtung mit 16000 Lux Wei~licht, ansehlie~end 60 Std ira 
Dunketn; nach der Belichtung Glucose zugesetzt (• bzw. Proben ohne Glucosezusatz (o---o);  
Ordinate: Farbstoffmenge in % der jeweiligen Probe ohne Dankelvorbehandlung (Mittelwerte aus 

4 Versuehen) 

wurde Glucose zugesetzt und die Pflzproben weitere 60--72 h im Dun- 
keln belassen; die Kontrollen erhielten keinen Zucker. Die Ergebnisse 
sind in Abb. 2 dargestellt. Ohne Glucosefiitterung nimmt die durch 
Belichtung induzierte Farbstoffbildung bis zur 2. Std nur wenig, dann 
aber his zu 12. Std drastisch und yon dieser Zeit an nut  noch langsam 
ab. Diese , ,u wird durch Zusatz yon Glucose nach der ]~e- 
lichtung vollstiindig aufgehoben; noch naeh einer Wartezeit yon 48 h, 
in der der Organismus keinerlei N~hrstoffe von au~en erhielt, bildet 
er die gleiche Carotinoidmenge wie nach sofortiger Belichtung. Uber- 
raschend ist, daI] bei Belichtung nach einer kurzen ,,Verarmungszeit" 
sogar um etwa 25 % h6here Pigmentmengen gebi]det werden; die Werte 
steigen bis etwa zur 3. S~d. an, bleiben bis zur 12. Std. nahezu gleich 
und werden dann wieder langsam kleiner. Eine beffiedigende Erkl~rung 
ffir dieses Ergebnis kann bis jetzt nicht gegeben werden; als ausl6sende 
Faktoren ffir die ,,Aktivierung" oder ,,Sensibflisierung" des Prizes 
k6nnten die mechanische Sch~digung beim Auswaschen oder der 
osmotisehe Schoek beim Uberfiihren vom bT~hrboden in den Phosphat- 
puffer in Frage kommen. 

2* 
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Die Tatsaehe, dal~ bei Glueosefiitterung nach der Belichtung das 
FarbstoffbildungsvermSgen vollsts erhalten bleibt, zeigt eindeutig, 
dal~ sieh die Verarmung nicht auf die Liehtinduktion, sondern nut auf 
die Synthese der Pigmente erstreekt. Da aber der dutch Belichtung 
induzierte Pigmentgehalt nicht nur yon der Lichtmenge sondern aueh 
vom Zeitpunkt der Lichteinwirkung abh~ngt, mu~te bei allen folgenden 
Versuehen dar~uf geachtet werden, d~l~ vergleiehbare Proben etwa zur 
gleiehen Zeit nach Uberffihrung in den Phosphatpuifer beliehtet werden. 
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rain Beffchtungszeit (= Lichtmenge) 
Abb. 3. Abh~ngigkeit der Carotinoidbildung yon  der eingestrahlten Lichtmenge; die Belichtung 

erfolgte mit  konstanter  Lichtintensit~t (~it telwerte aus 3 Yersuchen) 

Die nach Liehteinwirkung gebfldete Carotinoidmenge zeigt eine 
log~rithmische Abh~ngigkeit yon der eingestrahlten Lichtmenge (EBE~- 
~ D ,  I%AU U. Z~H~DE~, 1961). Die in Abb. 3 dargestellten Ergebnisse 
zeigen, dab die logarithmische Beziehung auch bei Glucosefiitterung 
erhalten bleibt und lassen damit wiederum erkennen, dab der Meehanis- 
mus der Lichtinduktion dureh eine ,,Verarmung" nieht beeinflul3t wird. 

B. A u/ stellung eines W irlcungsspelctrums 
1. Giiltigkeit der Produktenregel 

Die im vorhergehenden Abschnitt dargestellten Versuche haben 
gezeigt, dal~ dureh ZuekeHfitterung auch nach der Beliehtung eine opti- 
male Ausnfitzung der Lichtinduktion ffir die Carotinoidsynthese dutch 
den Pilz erreicht werden kann; auBerdem konnte aus den Ergebnissen 
geschlossen werden, dal~ das fiir die Lichtinduktion verantwortliche 
System yon der Menge der vorhandenen Carotinoidvorstufen nieht be- 
einflul~t wird. Aul~er diesen Voraussetzungen mu~te ffir die Aufnahme 
des Wirkungsspektrums noch die Gfiltigkeit der Produktenregel gepriift 
werden. Fiir Versuche ohne Substratzufuhr konnten wir dies bereits 
frfiher zeigen (E]~E~Am), RAu u. Z]~H]~D~R, 1961), die entsprechenden 
Ergebnisse re_it Glucoseffitterung sind in Tabelle 2 zusammengefal~t. 



Lichtabhgngige Carotinoidsynthese. I. Wirkungsspektrum 21 

Tabe]Je 2. Giiltigkeit der Produktenregel bei Glucose/iitterung nach der Beliehtung. 
Alle Proben wurdeu mit der gleiehen Liehtmenge (Wei/31icht) von 120000Luxminuten 

beliehtet (Mittelwerte aus 5 Versuchen) 

LichtintensitBt (Lux) 16000 8000 4000 2000 1000 500 
Belichtungszeit (rain) 7,5 15 30 60 120 240 

Carotinoidmenge 344 354 351 352 345 356 
(Extinktion/100 mg Trockengewich~) 

Erg~nzend dazu sollte noeh untersneht werden, ob bei der Lieht- 
induktion ,,Ermtidungserscheinungen" oder ,,Erholungsvorg~nge" eine 
l~olle spielen. Dazu wurde eine best immte Beliehtung entweder zusammen- 
hgngend oder intermittierend mit  verschieden langen Pausen geboten. 
Die in Tabelle 3 dargestellten Ergebnisse lassen erkennen, dab innerhalb 
des gepr/iften Zeitraumes eine Anfteilung der Belichtung keinen EinfluB 
auf die Menge der gebildeten Farbstoffe hat. Daraus kann geschlossen 
werden, dal~ bis zu der verwendeten Lichtintensit~t mit  einer S~ttigung 
des Lichtacceptors nicht gerechnet werden mul3. 

Tabelle 3. Farbsto]/bildung bei intermittierender Belichtung. Belichtungszeit ]eweils 
1 Std mit 16000 ,Lax Weifllicht; nach der Belichtung wurde Glucose zugesetzt 

(Mittdwerte aus 3 Versuchen) 

Bestrahlungsprogramm lmal I Std 2real 1/2 Std 4real 1/l Std 
(zu~ammen- (dazwischen (dazwischen je 
h~ngend) i/~ Std Pause) 1/~ Std Pause) 

Carotinoidmenge (in Prozent der 100 % 103,0 j= 1,5 % 101,5 ~= 3,0 % 
Be]ichtung ohne Pausen) 

2. Wirkuugsspektrum 

Zur Ermit~lung des Wh'kungsspektrums wurden alle Pflzproben 
mit  einer konstanten Quantenmenge yon 4,2-10 -7 Einstein/cm 2 bestrahlt;  
dies wurde durch verschieden lange Belichtungszeiten (ira sichtbaren 
Bereieh 16--34 rain, im UV-Bereieh 20--41 rain) erreicht. Um den zeit- 
lichen Abstand zwischen den Belichtungen versehiedener Proben mSg- 
lichst klein zu halten, wurden pro Versueh nur best immte Abschnitte 
des gesamten Spektralbereichs getestet. Bei jeder Versuchsreihe wurde 
deshalb als Standard eine mit  Lieht der Wellenl/~nge 465 nm bestrahlte 
Probe mitgeftihrt und die Pigmentmengen der einzelnen Pilzproben 
in Prozent der Farbstoffmenge der Standardprobe berechnet. Abb. 4 
zeigt das auf diese Weise gewonnene Spektrum; jeder Knrvenpunkt  
stellt den Mittelwert aus 4---6 Einzelbestimmungen dar, die einfaehen 
mitt leren Feh]er sind naeh oben und unten eingetragen. Das Wirkungs- 
spektrum l~ l t  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. Im sichtbaren Bereich zeigt sich aul3erdem eine Schulter 
bei 430---440 nm und ein weiteres Maximum zwischen 470 und 480 nm. 
Ob das letztere allerdings reell ist, l~{~t sich bei Berticksichtigung der 
mittleren Fehler nicht sicher entscheiden; auf jeden Fall ergibt sich aber 
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Abb. 4. Wirkuugsspektrum tier lichtabh~ngigen Carotinoidbildung; alte Proben wurden mit  der 
gleichen Quanr yon 4,2.10 -~ Einstein/era ~ belichtet. Senkrechte gestrichelte Linien: 

einfacher mittleret Fehler 

dann in diesem Bereich eine sehr ausgepr~gte Schulter. Oberhalb yon 
480 nm f~llt die Wirks~mkeitskurve steil ab und erreicht bei 510 nm den 
Nullwert; bei Bestrahlung mit einer etwa 8fachen Quantenmenge (durch 
Verlgngerung der Belichtungszeit) zeigte Licht der Wellenl~nge 510 nm 
allerdings noch eine sehr geringe Wirks~mkeit, w~hrend eine Belichtung 
bei 520 und 550 nm keine Farbstoffbildung mehr induzierte. Wie bereits 
im Abschnitt ,,Material und Methodik" erwghnt wurde, ist das Licht 
yon roten LeuchtstoffrShren (Phihps TL 40 W/15, Emission > 590 nm) 
selbst bei einer Behchtungszeit yon mehreren Stunden unwirksam. Zur 
Induktion der Carotinoidsynthese ist demnach nur kurzwelliges Licht 
unterhalb der Wellenl~tnge 520 nm bef~higt. 
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Die in Abb. 5 dargestellten Dosis-Effekt-Kurven ffir drei charakte- 
ristisehe Wellenlingen wurden mit Hilfe einer Interferenzfil~eranlage 
aufgenommen; die dabei eingestrahlten Quantenmengen lagen im gteiehen 
Bereieh wie diejenigen bei der Aufnahme des Wirkungsspektrums. In 
l~bereinstimmung mit den WeiBlieht-Versuehen ergibt sich bei allen 
drei Wellenl/~ngen eine logarithmisehe Abh/ingigkeit der Carotinoidbil- 
dung yon der eingestrahlten Lichtmenge. Der parallele Verlauf der 
drei Geraden 1/~Bt darauf schlieBen, dab f/ir die Aufnahme des Lieht- 
reizes nur ein Pigment verantwortlieh ist. 

~i ~- ,~50 nm 
0,25 ! ,{,82 nm 

0,20 383 n r n -  

~ o, ts 

o, Io 

0,05 

Relative CLuentenmenge 
Abb. 5. nosis-Effekt-Geraden fiir die 3 Wellenl&ngen 388, 450 und 482 nm (.~lit~elwerte aus 

8 Versuchen) 

Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit wurde als erster Sehritt ffir eine Analyse 

des Reaktionsmeehanismus der liehtabh/~ngigen Carotinoidsynthese ein 
genaues Wirkungsspektrum der Lichtinduktion bei Fusarium aquaeduc- 
tuum aufgenommen. Es stimmt in den wesentlichen Punkten mit den 
Wirkungsspektren yon Neurospora crassa (Z)moKa~, 1955) und yon Myco- 
bacterium sp. (RILLI~G, 1964; BA~A u. RILLr~G, 1964) iiberein, lgBt 
darfiberhinaus aber erstmals die genauere Lage der Wirkungsmaxima 
sowie im sichtbaren Bereieh des Lichts eine ausgepr/~gtere Feinstruktur 
erkennen. Bei allen drei Organismen ist ffir die Induktion der Carotinoid- 
synthese nur kurzwelliges Licht mit einer Grenze zum 1/ingerwelligen 
Bereich bei etwa 520 nm wirksam. 

Bei Mycobacterium wurde im UV-Bereich ein Maxinlum der Wirk- 
samkeit bei 365 nm gefunden, w~hrend bei Fusarium dieser Gipfel bei 
375/380 nm liegt. Da in den beiden ffir Mycobacterium ermittelten 
Spektren die Met3punkte 20 nm ~useinanderliegen (n/ichster MeBpunkt 
385 nm), l~Bt sieh nieht entscheiden, ob ein Unterschied wirklieh vor- 
handen ist. Im sichtbaren Bereieh ist nur ein grober Vergleich zwischen 
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den Wirkungsspektren der beiden Organismen m6glich, weil die Mel]- 
punkte beim Spektrum yon Mycobacterium so weir auseinanderliegen, 
dab eine sichere Aussage fiber Zahl und Lage yon Maxima nicht mSglich 
ist; der Bereieh maximaler Wirksamkeit liegt bei Mycobacterium 
zwischen 440 und 480 nm. Dagegen kSnnte man aus dem yon ZALOX~ 
fiir Neurospora crassa aufgestellten Wirkungsspektrum entgegen seiner 
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Abb. 6. Vergleich des Wirkungsspektrums der licbtabh~ngigen Carotinoidsynthese bei Fusarium 
( - - )  rai~ den Absorptionsspektren der Flavoproteide L-a-Hydroxys~ure-Oxidase nach 1~o]3I~so~ 

et al,, 1962 ( . . . . .  ) und  Lipoyl-Dehydrogenase nach WIIffJTAI~S, 1965 ( . . . . . .  ) 

eigenen Meinung, da$ 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 F~sarium gut tibereinstimmen 
wiirden. 

Auf Grund des Wirkungsspektrums k~men als mSglicher Licht- 
acceptor Flavine oder Carotinoide in Frage. ZALOKA~ sowie R ~ I ~ G  ent- 
scheiden sich fiir ein Flavin bzw. Flavoproteid als Acceptor, glaubenaber 
doch, da~ ein Carotinoid allein auf Grund des Wirkungsspektrums nicht 
ausgeschlossen werden kann. Nun m/iBte ein solches Carotinoid zur 
Erklarung 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 
yon 140 nm yore langwelligsten Maximum im sichtbaren Bereich hat 
(Zv~cH~IST~, 1962). Die Tatsache, dab langwelligstes und UV-Maximum 
im Wirkungsspektrum dagegen h6chstens 110 nm auseinander liegen, 
dfiffte ein Carotinoid als Lichtacceptor mit groBer Wahrscheinlichkeit 
ausschliel]en. 
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Viele Fl~voproteine haben ein Absorptionsspektrum, das neben den 
beiden Maxima im UV und bei 450 nm noch zwei mehr oder weniger 
deutlich ausgepr~gte Schultern um 430 und um 480 nm zeigt (MAss~Y u. 
GA~gER, 1965). Ein Vergleich des vorliegenden Wirkungsspektrums 
mit den Absorptionsspektren yon zwei Flavoproteinen (Abb. 6) l~l~t 
die Ubereinstimmung im Kurvenverlauf deutlieh erkennen. Ffir die 
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Abb. 7. Vergleich des W i r k u n g s s p e k t r u m s  der  l ichtabh~ngigen Carotinoidsyn~hese bei  Fusarium 
( - - )  m i t  den Wirkungsspek t ren  des Photo~ropismus yon  Phycomyces-Sporangientr~gern nach  

CURRY 11. GI~UE5 r, 1959 ( . . . . . .  ) und  naeh  DELBR~CK und S~RO~StgR]~, 1960 ( . . . . .  ) 

Identit/~t des Lichtacceptors mit einem Flavoproteid sprechen auBerdem 
die bereits erw~hnten Versuche fiber die Hemmung der Liohtreaktion 
dureh Azid und Hydrosulfit (BATRA U. R I L L ~ ,  1964). 

Das bier ermittelte Wirkungsspektrum der lichtabh~ngigen Caroti- 
noidsynthese ist praktisch identiseh mit dem Wirkungsspektrum einer 
anderen physiologisehen I%aktion, niimlich dem Phototropismus; ein 
Vergleich mit den an Sporangientr~gern yon Phycomyces (Cv~u  u. 
G ~ c ~ ,  1959; DELBR~YCK U. SItI~OI~SItrRE, 1960) ermittelten Wirkungs- 
spektren isb aus Abb. 7 zu ersehen; yon kleineren Abweichungen ab- 
gesehen stimmt die Lage der Maxima und Minima aller drei Kurven 
fiberein. Sehr ~hnliche Aktionsspektren wurden aufierdem yon S~oPs-  
~Ig~ u. Windrow (1958) und yon Cc~g:( u. T~I~ANN (1961) bei Avena- 
Koleoptilen gefunden. Gerade beim Phototropismus ist aber die Dis- 
kussion fiber die Natur des verantwortliehen Lichtacceptors noch in 
vollem Gange, wobei die Verhiiltnisse zusiitzlich dadureh kompliziert 
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werden, dab die Empfindlichkeit fiir kurzwelliges Lieht durch Rotlicht 
beeinfluBt wird und auBerdem mit einer ,,Sehattenspenderwirkung" 
durch andere Pigmente gereehnet werden mul~ (Cv~Y u. T~IMA~, 
1961; B~mGs, 1964; HAUPT, 1964 und dort zitierte Literatur). 

Bei einer so weitgehenden ]~bereinstimmung der Wirkungsspektren 
erhebt sieh die Frage, ob nicht beim Phototropismus und bei der Carotin. 
oidsynthese und darfiberhinaus auch bei anderen nur dureh kurzwellige 
Strahlung induzierbaren Vorg/~nge wie z.B. gewissen Chloroplasten- 
bewegungen (ttAVrT, 1963), Morphogenesen (MooR, 1956; M o ~  u. 
HOLL, 1964; B]~G~V, LD, 1963; Bv,~O~A~ u. Bw~G]~R, 1966) oder ~nde- 
rungen des Plasmazustandes (VmoI~, 1964) der gleiehe oder mindestens 
sehr/~hnliche Liehtaeceptoren wirksam sein k6nnten. Eine Lichtabsorp- 
tion dureh den gleichen Acceptor kSnnte dann, in Analogie zum Phyto- 
chromsystem, in den verschiedenen Organismen die versehiedenartigsten 
physiologischen Prozesse induzieren. DaB Flavine die verantwortliehen 
Liehtreceptoren fiir physiologische Vorg/inge sein kSnnen, wurde in 
]etzter Zeit yon ZV,~K (1963, 1966) fiir Photooxydationen in der Avena- 
Koleoptile gezeigt und yon MAYER (1966) fiir Chloroplastenbewegungen 
wahrscheinlich gemacht. 

Welche Folgereaktionen bei der lichtabh/ingigen Carotinoidsynthese 
durch eine Strahlungsabsorption des Aeceptors in Gang gesetzt werden, 
ist noeh weitgehend ungekliirt; dis bis jetzt vorliegenden Versuchs- 
ergebnisse lind die sieh daraus ergebenden Folgerungen sollen in einer 
sp/~teren ArbeR besproehen werden. 

Die Untersuchungen wurden in dankenswerter Weise yon der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft unterstiitzt. Der Firma Carl Zeiss, Oberkochen, m5chte 
ich fiir die leihweise ?Jberl~ssung der Xenon-Lampe danken. Mein besonderer Dank 
gilt Frau URSULA Se~ER~ und Fraulein I~OARX) L~I)]~A~ fiir ihre sorgf~ltige 
und unermiidliche Mitarbeit. 

Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurde Ms erster Schritt zur Identifizie- 

rung des fiir die lichtabh/ingige Carotinoidsynthese verantwortlichen 
Acceptors ein genaues Wirkungsspektrum der Lichtinduktion bei Fusa. 
rium aquaeductuum aufgenommen. 

Als Voraussetzung daffir wurde nach den Bedingungen fiir eine 
optimale Ausniitzung der Liehtinduktion zur Farbstoffbildung gesucht. 
Es konnte gezeigt werden, dab Glucoseffitterung sine wahrscheinlich 
dureh Abnahme der Carotinoidvorstu/en bedingte Begrenzung der Pig- 
mentsynthese verhindert. Die Menge der nach der Liehtinduktion ge- 
bildeten Carotinoide ist fiber einen Bereich yon zwei Zehnerpotenzen 
vom Logarithmus der eingestrahlten Lichtmenge abh/~ngig; dabei ist 
im ganzen untersuchten Bereieh die Produktenregel giiltig. 
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Die Fa rbs to f fb i ldung  k a n n  nur  durch  kurzwell ige S t rah lung  unter -  
ha lb  520 n m  induzier t  werden.  Das W i r k u n g s s p e k t r u m  zeigt  zwei 
Max ima  bei  375/380 n m  und  450/455 rim, eine Schul te r  bei  430 - -440nm,  
sowie ein kleineres M a x i m u m  oder  eine deut l ich  ausgepr/~gte Schul te r  
zwischen 470 und  480 nm. 

Auf  Grund  der  Xhnl ichkei t  des e rmi t t e l t en  W i r k u n g s s p e k t r u m s  mi~ 
den Abso rp t ionsspek t r en  yon  F l a v o p r o t e i d e n  wird  angenommen,  dab  
der  L ich t accep to r  ftir die l ichtabh/ ingige  Caro t ino idsynthese  sehr wahr-  
scheinlich ein F l a v o p r o t e i d  i s t ;  Versuchsergebnisse  anderer  Au to ren  an  
verschiedenen Organismen sprechen ebenfal ls  ft ir  diese Annahme .  Das  
vor l iegende W i r k u n g s s p e k t r u m  is t  m i t  dem des P h o t o t r o p i s m u s  yon 
Phycomyces-Sporangientr~gern und  yon  Avena-Koleoptilen prak t i sch  
ident i sch;  es wird  deshalb  die MSg]ichkeit  erSr ter t ,  ob n ich t  fiir alle 
Entwick lungs-  und  Bewegungsvorg/~nge, die durch  kurzwell ige St rah-  
lung induz ie r t  werden,  der  gleiche L ich taccep to r  ve ran twor t l i ch  sein 
kSnnte.  
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