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STUDIES ON THE LIGHT-INDUCED REVERSIBLE 
XANTHOPHYLL-CONVERSIONS IN CHLORELLA 

AND SPINACH LEAVES 

Summary. 1. Using new methods in thin-layer chromatography, experiments 
were carried out to prove the light-induced changes in the quantity of various 
xanthophylls in Chlorella and spinach leaves. The probable connection of these 
interconversions to electron transport in photosynthesis was demonstrated. 

2. The kinetics of these xanthophyll conversions were investigated during 
strong illumination and in the succeeding dark period (Chlorella). 

Already after illumination ot 1 rain one can detect a decrease of the di-epoxide 
xanthophyll violaxanthin and a corresponding increase of the epoxide-free zea- 
xanthin. The intermediate of this interconversion is the mono-epoxide anthera- 
xanthin, lqeoxanthin exhibits no change in concentration under the given light 
intensity and an illumination time of 60 min and more; the same result can be 
observed with the other carotenoids (~-carotene, fl-carotene, lutein, lutein- 
5,6-epoxyd) and the chlorophylls a and b. 

3. The light-induced formation of zeaxanthin is not correlated with those 
pigment interconversions which are photooxidative in their nature and which may 
be detected only after long illuminations. However, by using damaged, e.g., briefly 
heated Chlorella cells, a photooxidative-induced decrease of carotenes and chloro- 
phyll a and a smaller decrease of xanthophylls and chlorophyll b could already be 
demonstrated after illumination of 15 rain. In this case the ratio xanthophylls/ 
carotenes increases. 

4. The transformation violaxanthin -+ antheraxanthin --> zeaxanthin ("for- 
ward-reaction") is induced not only by an illumination with white light (point 2) 
but also with red light (~600 nm); that means the reaction proceeds at a wave- 
length which cannot be absorbed by the xanthophylls themselves. Chlorophyll acts 
as light-acceptor. 

5. The "forward-reaction" does not proceed after the cells have been heated 
for a short time. The presence of inhibitors of light-reaction I I  in photosynthesis 
such as o-phenanthroline, hydroxylamine and DCMU entirely suppresses the above 
reaction. The inhibition by DCMTJ can be reversed by substances (in Uhlorella) 
which initiate or increase the cyclic electron transport at chlorophyll a][: vitamin 
K~ and hexylresorcinol. 

Abf~ferzungen. AS ~ Ascorbinsaure; CCCP ---- m-Chlorcarbonylcyanidphenyl- 
hydrazon; DCMU:3-(3',4'-dichlorphenyl)-l,l-dimethylharnstoff; DPIP~2,6-Di-  
chlorphenolindophenol; FMlN~lelavinmononucleotid; NADP:Nicotinamid-ade- 
nindinucleotidphosphat; PMS ----- Phenazinmethosnlfat; SA ~ Salicylaldoxim. 
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In contrast to its effect in chloroplasts (unpublished results), salicylaldoxime 
is only a very weak inhibitor of xanthophyll-conversion. Cyanide does not influence 
the "forward-reaction"; furthermore the reaction can be observed under aerobic 
and anaerobic conditions. The light-induced formation of ze~xanthin is entirely 
suppressed by the uncouplers CCCP and methylamine in concentrations of 10 -41~ 
and 5 • 10 -4 M, respectively. 

6. The light-independent backward-reaction zeaxanthin -> antheraxanthin --~ 
violaxanthin, which normally prevents a high accumulation of zeaxanthin, does not 
proceed under anaerobic conditions. Therefore under such conditions accumulation 
of zeaxanthin can be observed even in dim light. 

7. The results indicate that the light-induced transformation violaxanthin -~ 
antheraxanthin --> zeaxanthin, which consists in the light-induced splitting of the 
epoxide oxygen from violaxanthin, is not identical with the process which causes 
the release of oxygen in photosynthesis. There is evidence, however, that the 
xanthophyll-conversion is coupled with that electron-transport which goes on 
between reduced plastoquinone ~nd oxidized chlorophyll aI; energy-rich com- 
pounds which are formed in this step of electron transport or ATP itself apparently 
is responsible for the cleavage of the oxygen from violaxanthin ~nd for the resulting 
formation of zeaxanthin. 

I n  neuerer Zeit sind bei den Carotinoiden h6herer  Pi lanzen und  
Algen unter  dora Einflufl yon  Licht  reversible Mengen/~nderungen feat- 
gestellt worden, die auf eine ehemische Umwand lung  oder St ruktur-  
~nderung, also auf einen Stoffweehsel sehlieBen lassen. Dami t  wird die 
Frage  naeh der Funk t ion  dieser Farbstoffe,  denen man  bisher nur  
physikalische Aufgaben in den Chromatophoren  zuerkannte,  erneut  auf- 
gewoffen. 

Die Untersuehungen  an B1/~ttern versehiedener Pf lanzen ha t t en  
bereits 1957 ergeben (HAGEI~, S. 539), dab bestimm~e Xanthophyl le ,  
z .B.  das Zeaxan th in  und  ehl Xan thophy l l epoxyd  im Starkl icht  ver- 
mehr t  werden und  dab diese Erseheinung aueh im Rot l icht  zu beob- 
achten ist;  ferner ha t ten  sie gezeigt, dab diese l~engen/~nderungen im 
Sehwachlieht wieder rfield~ufig sind. 

1959 haben  d a n n  BLASS, A~qD~gSO~ und  C~VlN naeh einer ein- 
st/indigen Belichtung yon  Chlorella und  Scenedesmus eine Abnahme  des 
Xanthophyl l s  Violaxanthin beobaehtet ,  was die Autoren  zur  Aufstel- 
lung eines mehr  hypothet i schen Schemas fiber UmwandlungsmSglieh-  
keiten der Carotinoide ineinander bewog. SAPOZH~IKOV et al. berieh- 
te ten  1959 (b) und  in mehreren weiteren Arbei tcn (1959--1965) ebenso 
wie SAAKOV (1963--1966) yon  einer l iehtinduzierten Umwand lung  des 
Violaxanthins in das Lutein  und  in andere Carotinoide. Untersuehungen 
yon  YAMA~OTO eC al. (19620) an Blg~tern yon  Spinacia oleracea und 
Phaseolus leunatus ffihrten dagegen zu dem Ergebnis,  dab das im Lieht  
abnehmende Violaxanthin nieht  in das Lutein,  sondern in das Zea- 
xanth in  umgewande l t  wird. 

11 Planta (Berl.), Bd. 74 
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I n  jfingster Zeit  haben  KRINSKu (1964) u n d  BA•JI u. KRINSKY (1965) 
in Euglena un t e r  anaeroben  Bed ingungen  ebenfal]s eine U m w a n d l u n g  
des dor t  v o r k o m m e n d e n  Monoepoxyds A n t h e r a x a n t h i n  in  Zeaxan th in  
beobachtet .  

I n  der vorl iegenden Arbei t  werden n u n  mi t  Hflfe neuer  dfinnschicht-  
chromatographiseher  Methoden (HAGw~ u. M~YV~R-B]~T]~NRATH, 1966 
u n d  1967) quan t i t a t ive  Un te r suchungen  fiber die l icht induzier te  Xan-  
t h o p h y l l u m w a n d l u n g  an  Chtorella u n d  Spina tb l~ t te rn  durchgeffihrt.  Es 
wird gezeigt, da]~ die U m w a n d l u n g  Vio laxan th in  - ,  A n t h e r a x a n t h i n - >  
Zeaxan th in  im  Z u s a m m e n h a n g  mi t  E lek t ronen t ranspor t -Vorg~ngen  bei 
der Photosynthese  s teht  u n d  dal~ eine l ichtunabhi ingige sauerstoff- 
bedfifftige Rf i ckumwand lung  Zeaxan th in  --> A n t h e r a x a n t h i n  -* Vio- 
l a x a n t h i n  eine grSl3ere A k k u m u l a t i o n  yon  Zeaxan th in  normalerweise ver- 
h inder t  (s. auch HAGw~ 1966). 

Methodik 

Die Anzucht yon Chlorella pyrenoidosa (Stature Miinchen, Nr. 10) effolgte in 
der N~hrlSsung nach RVPPEL (1962) in einem Thermostat bei 20 ~ C und einer Licht- 
intensit~t (LeuchtstoIflampen) yon etwa 3000 Lux, bei den anf~nglichen Ver- 
suchen im Dauerlicht, sparer im Tag/Nacht-Rhythmus yon 16:8 Std. Die Kulturen 
wurden mit Luft durchstr5mt. 

Vor der Verwendung wurden die Algen yon der N~ihrlSsung abzentrifugiert und 
das Algensediment in Phosphatpuffer (]oH 6,0, wenn nicht anders vermerkt) auf- 
genommen; jeweils 10 ml yon dieser Suspension wurden fiir die Belichtungsver- 
suche in Fembach-Kolben oder Erlenmeyer-Kolben mit einem Bodendurchmesser 
yon etwa 9 cm gegeben und yon unten belichtet. 

Spinat der Sorte ,,Matador" wurde im Gew~ichshaus oder im Freiland ange- 
zogen. Aus den Bl~ttern wurden Scheibchen mi~ einem Durchmesser yon 1,9 cm 
oder 1,3 cm ausgestanzt. Jeweils 7--10 Scheibchen (Durchmesser 1,9 cm) bzw. 
12--15 Scheibchen (Durchmesser 1,3 cm) wurden mit der Unterseite nach oben in 
die erw~haten Glasgef~Be gebracht. 

Die Belichtung des Pflanzenmaterials effolgte in den Glasge~en in einem 
Licht-Warburg-Apparat, Modell PL 85 der Fa. B. Braun, Melsungen. Die Wasser- 
temperatur wurde mit einem I~Lryostaten au~ 20 ~ C eingestellt. Als Lichtquelle 
diente eine Xenon-Hochdrucklampe XBF 1000 W/1 mit Wasserkiihlung (Kiihl- 
mantel aus Glas), die in einem Reflektor unterhalb des Warburg-Apparates ange- 
bracht war. Als Rotfilter wurde eine Plastikplatte ,,rot, Nr. 501", Dicke 3 ram, 
der Fa. R5hm & Haas, Darmstadt, verwendet, welche in einem besonderen Ge- 
hi,use durch Wasser gekiihlt wurde. Dieses Filter ist nur durchl~ssig fiir eine Wel- 
lenl~nge ~ 600 nm. Die Extraktion, Auftrennung und quantitative Bestimmung der 
Pigmente erfolgte nach den bei HAGER und M E Y ] : ~ - B E ~ T E ~  (1966 u. 1967) 
angegebenen Methoden. 

Die verschiedenen Hemmstoffe und Substanzen wurden zur Chlorella-Suspen- 
sion meist 15 rain, CCCP 30 rain und SA bis zu 60 rain vor der Belichtung zuge- 
setzt. CCCP wurde in einer Konzentration yon 10 -a M in 10 -~ molarer )TaOH in 
LSsung gebracht. 

Ergebnisse 

Der zeitliche Verlau] der PigmentSnderungen bei Chlorella in Weifllicht 
(,,Hin-Realction"). Aus Abb.  1 wird ersiehtlich, dal~ in  Chlorella das 
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Xanthophyll Violaxanthin bereits nach 2 rain Belichtung abzunehmen 
beginnt. Diese Abnahme setzt sich bis etwa 30 rain welter fort. Umge- 
kehrt nimmt das Xanthophyll Zeaxanthin zu, w~hrend das Xanthophyll 
Antheraxanthin nur anfKnglich einen Mengenanstieg zeigt. Nach einer 
halbstiindigen Belichtung seheint sich ell  neues Gleichgewicht ein- 
gestellt zu haben, die MengenKnderungen kommen zum Stfllstand. 

Im Gegensatz zu den genannten 3 Farbstoffen bleiben die anderen 
Carotinoide und Chlorophylle w~hrend der Behchtung, die bis zu 90 rain 
ausgedehnt wurde, nahezu unver~ndert (Abb. 2). Lediglich beim Chloro- 
phyll a beginnt sich nach etwa 1 Std Belichtung eine photooxidative 
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Abb. 1. Die ~ndertmgen in den Konzen~rationen der Xanthophylle Violaxanthin, Antheraxanthin 
und Zeaxanthin yon CIdorella pyrenoidosa (Stamm Miinchen, Nr. 10) wfihrend der Belichttmg mit 

Wei01icht (500000 erg/em ~ • 

ZerstSrung bemerkbar zu machen. Bei kurzzeitiger Belichtung lassen 
sich also Mengeni~nderungen nur bei Violaxanthin, Antheraxanthin und 
Zeaxanthin feststellen. Die gegenli~ufigen Kurven beweisen, dal~ aus 
dem Diepoxyd Violaxanthin durch Licht zun~chst ein Epoxyd-Sauer- 
stoff abgespalten wird (s. Abb. 15), es entsteht als Zwischenprodukt das 
Monoepoxyd Antheraxanthin und schliel~lieh das epoxydfreie Zeaxan- 
thin. Es handelt sich demn~eh um eine lichtbedingte Reduktion. 

Die Hin-Reaktion im Rotlicht. Die Umwandlung Violaxanthin -> 
Zeaxanthin vollzieht sieh ~uch bei einer Lichtfrequenz, welche yon den 
gelben Xanthophyllen selbst nieht absorbiert werden kann. Obgleieh 
die Liehtintensiti~t des l~otliehts (150000 erg/cm s )<see) wesentlich ge- 
ringer war als die des Wei~lichts (500000 erg/em~'• is~ die lieht- 
bedingte Abnahme des Violaxanthins und die Zunahme des Zeaxanthins 
im Ro~licht nich~ sehr viel kleiner (Abb. 3). Es mul3 daraus gefolgert 
werden, dab als Lichtacceptor ffir die Xanthophyllumwandlung das 
Chlorophyll fungiert. 

11" 
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Abb. 2. I m  Unterschied zu den in Abb. 1 aufgeffihrten Xanthophyllen bleiben die iibrigen Car0tinoide 
und Chlorophylle yon Chlorella ~yrenoidosa bei Belichtung mit  WeiBlicht in ihren Konzentrationen 

nahezu unver~ndert. Jeder Punkt stellt den Durchschnittswert yon 4--6 Analysen dar 
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Abb. 3. Die Konzentrations~nderungen der Xanthophylle u Antheraxanthin und Zea- 
xanthin in Chlorella bei BeUchtung mit WeiBlicht (500000 erg/cm = • bzw. Rotlicht 
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Der zeitliche Verlau] der Pigment5nderungen yon Spinacia oleracea 
unter dem Ein/lu[3 yon Rotlicht. Bei den Xanthophyllen von Spinat- 
bl~ttern lassen sich, i~hnlich wie in Chlorella, durch WeiBlieh~ und durch 
Rotlicht Mengen~nderungen induzieren. In  der Abb. 4 wird die Kinetik 
der t t in-Reaktion in Rotlicht gezeigt. Die Abnahme des Violaxanthins 
und die Zunahme des Zeaxanthins effolgt hier noch drastiseher als bei 
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Abb. 4. Die ~nderungen in den Konzentrationen der drei Xanthophylle u Antheraxanthin 
und Zeaxanthin in Spinatbl~ttern bei Belichtung mit Rotlicht. Die einzelnen Punkte stellen 

Durchschnittswerte yon 5--8 Analysen dar 

Chlorella. Bereits nach einminfitiger Belichtungszeit hat  sich der Zea- 
xanthingehalt verdoppelt. Die Tabelle 1 zeigt, da~ die iibrigen Caro- 
tinoide und Chlorophylle w~hrend der Belichtung keinerlei Konzen- 
trations~nderungen aufweisen. 

Auch in Spina~bli~ttern bewirkt also das vom Chlorophyll absor- 
bierte Licht die Abspaltung des Epoxydsauerstoffs yore Violaxanthin. 

Der Ein]lu/3 kurzzeitiger Erhitzung au/ die lichtbedingte Xanthophyll- 
umwandlung in Chlorella. Wird eine Chlorella-Suspension, die einige Se- 
kunden auf 100 ~ C erhitzt worden war, beliehtet, so lassen sich bei den 
Xanthophyllen keine gegenls Mengen~nderungen mehr feststellen. 
Der in Abb. 5 sichtbare geringe Anstieg der drei Xanthophylle naeh der 
Belichtung ist nur seheinbar und hat seine Ursache in der Verminderung 
des als BezugsgrSBe gew~hlten Trockengewiehts dureh Substanzverluste 
der erhitzten Zellen an die Aul~enlSsung. 
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Der Versuch zeig~, dab die Abspaltung des Epoxyd-Sauers~offs vom 
Violaxanthin im Lisht  kein einfaeher physikalisch-chemischer Proze$ 
ist, vielmehr mfissen zum Ablauf der Reaktion im Licht unverletzte 
Protsinstruktursn,  in takts  Elektronsntransportket tsn  odsr Enzyme vor- 
handen ssin. Diess Annahme wird untersti i tzt  durch die Tatsaehe, da$ 
Violaxanthin in LSsung bei Belichtung mit  und ohne Chlorophylls unter  
keinen Umst&nden in Zeaxanthin umgewandelt  werden kann. Die Be- 
funds st immen mit  denen von BAMJI und KRINSKY (1965) /ibsrein, dis 
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Abb. 5. Bei  Bel iohtung yon  Chlorellen, die vorher  erh i tz t  worden  waxen, zeigen die Xanthophy] le  
keine  gegenl~ufigen Konzen~ra~ions inderungen m e h r  (Pfeilel). Die  ges~richelten horizontalen Balken  

stei len die Wer t e  fiir die n icht  e rh i t z ten  Kontrol len  d a r  

an lyophilisierten Euglenazsllsn sine offsnsichtlich enzymatisshe Um- 
wandlung yon Antheraxanthin in Zeaxanthin beobashteten. 

Tabelle 1. Die Konzentration der Chlorophylle und der in Abb. 4 nicht ange/iihrten 
Carotinoide aus Bliittern yon Spinacia oleracea wgihrend der Belichtung mit Rotlicht. 

Es sind keine wesentlichen Mengendinderungen ]estzustellen 

Chlorophyll a 
Chlorophyll b 
fl-Carotin 
Lur 
Neoxanthin 

l~in l~otlicht (150 000 e rg /cm ~ x sec) 

0 1 2 5 10 15 20 30 

17,95 16,25 18,39 18,87 17,99 16,67 15,92 15,96 
5,71 5,21 6,02 6,13 5,64 5,23 5,02 4,92 
1,51 1,54 1,56 1,49 1,50 1,48 1,43 1,40 
2,36 2,32 2,49 2,37 2,32 2,26 2,23 2,19 
0,83 0,84 0,92 0,84 0,83 0,83 0,82 0,76 

2 mg Pigment/din Blattfl~che 
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Tabelle 2 
Die Pigmentkonzentrationen in Chlorella pyrenoidosa (Stature Miincheu, Nr. 10) 

a=Vor  dem Erhitzen auf 100 ~ C; b =naeh dem Erhitzen; c=nach dem Er- 
hitzen und ansehliel3ender Belichtung (30 rain WeiI31ieht) ; d = in nicht erhitzten 
und 30rain belichteten Zellen (WeiBlieht) 

Chlorophyll a 
Chlorophyll b 
~-Carotin 
fl-Carotin 
Lutein 
l~eoxanthin 

a b c d 

190,00 180,04 123,08 183,54 
68,68 60,43 57,84 66,06 
6,60 6,75 2,62 6,30 
5,96 5,87 1,94 5,95 

25,03 24,96 21,93 25,40 
13,74 13,94 12,96 13,91 

rag/10 g Trockensubstanz 

In  Tabelle 2 sind die Pigmentmengen der nicht im Diagramm (Abb. 5) 
aufgeffihrten Farbstoffe von Chlorella dargestellt. Aus diesen Zahlen- 
werten li~Bt sich noch eine wichtige Tatsaehe ablesen. Wenn man yon 
der reduktiven Umwandlung Violaxanthin -+ Zeaxanthin bei Belieh- 
tung absieht, finden bei den restlichen Farbstoffen keine weiteren licht- 
bedingten Vergnderungen start, vorausgesetzt, die Zellen sind intakt  
(vgl. Tabelle 2, Spalte a und d). Werden sie dagegen dureh kurzes Er- 
hitzen gesehgdigt oder abgetStet, so ist bei Belichtung eine starke photo- 
oxidative ZerstSrung, vor allem yon Chlorophyll a und den Carotinen 
zu beobachten (vgl. Spalte b und e). Chlorophyll b und die fibrigen 
Xanthophylle sind weniger empfindlich. 

~hnliche Pigmentabbauerscheinungen sind auch an lebenden Pflan- 
zen bei liingerer starker Belichtung nachgewiesen worden (EcL~, 1944; 
HAG~R, 1957; SIRONVAL U. KA~DL~,  1958). Dagegen sind innerhalb 
kurzer Belichtungszeiten in intakten Geweben und ira Normalfall, d.h. 
bei nicht extrem photolabflen Pflanzen noch keine Pigmentgnderungen 
durch Photooxidationen zu beobachten. Die Abnahme des Verhglt. 
hisses Carotin/Xanthophyll  t r i t t  also erst sekundgr in Erseheinung und 
kann deshalb nicht mit  den schnellen Vorggngen bei der Hfll-Reaktion 
in Zusammenhang gebracht werden. Die mehrfach gegu6erte Meinung, 
da~ die Anderung dieses Quotienten auf die Bedeutung dieser Farb- 
stoffe als Redox-Substanzen bei der Photosynthese hinweisen (Lu~DE- 
GA~D~, 1964, 1966) kann schon aus diesen Grfinden nicht richtig skin. 

Die Beein/lussung der Xanthophyll- Umwandlung 
durch Hemmsto//e der photosynthetischen Lichtreaktionen 

U m  eine mSgliche Abhgngigkeit der Violaxanthin -> Zeaxanthin- 
Umwandlung yon Vorggngen bei der Hill-Reaktion zu ergrfinden, wurden 
zu Chlorella verschiedene Substanzen zugegeben, die in verschiedener 
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Weise die Photosynthese beeinflussen k5nnen. In den im ~olgenden auf- 
geffihrten Diagrammen und Tabellen werden nur die drei sieh iindernden 
Xanthophylle angeffihrt, obgleich bei jedem Versuch s~mtliche andere 
Farbstoffe quantitativ mi~ erfal]t worden sind und damit eine sti~ndige 
Kontrolle fiber ihre Mengenkonstanz bestand. 

o-Phenanthrolin ist ein Chelatbildner, der die sauerstoffentwiekelnde 
zweite Liehtreaktion bei der Photosynthese hemmt (LosADA und A ~ o ~ ,  
1963; Kv, ssL~,  1960), tier aber aueh die cyclisehe Photophosphorylie- 
rung, die dureh FMN katalysiert wird, erniedrigt (WHATL~Y et al., 1959). 
Bekanntlieh wirk~ o-Phenanthrolin auch hemmend auf die oxidative 
Phosphorylierung; dabei wird ein offensichtlich nieht h~m-gebundenes 
Eisen, das sich in einem Hoehenergie-Zwischenprodukt befinden soll, 
inaktiviert (BuTow und RACKE~, 1965). 

Neben der Bindung yon Sehwermetallen an das o-Phenanthrolin ist 
aber aueh die yon Mg naehgewiesen worden (WA~BVRO und J~TSCH- 
MA~N, 1962), wodureh Mg-bedfifftige Phosphorylierungsvorg/~nge ge- 
hemmt werden kSnnen. 

Wie Abb. 6 zeigt, wird in Chlorella die liehtinduzierte Violaxanthin -~ 
Zeaxanthin-Umwandlung vollstandig unterbunden. 

Salicylaldoxim hemmt in Chloroplasten die Itill-Reaktion. ~qaeh der 
bisherigen Auffassung sollte durch diese Substanz eine Bloekierung des 
Elektronentransportes am Plastocyanin eintreten (T~,BST, 1963 ; T~BST 
et al., 1963; FORK und URBACH, 1965). K~OOMA~ und LIGHTBODY 
(1966) sind jedoeh der Auffassung, dab diese Hemmung nieht dureh eine 
Komplexbildung des SA mit dem Plastoeyanin hervorgerufen wird; eine 
~hnliehe Auffassung vertreten in ihrer jfingsten Arbeit aueh KATOH und 
SAN PI~T~O (1966), welehe darin zeigen, dal3 die Reaktion des SA mit 
dem Cu des Plastoeyanins zu langsam ablauft. 

Aus der Abb. 6 ist zu ersehen, da]3 SA in einer Konzentration yon 
10-2m auf die Xanthophyllumwandlung in intakten Chlorellen nieht 
wirkt (im Unterschied zur Wirkung yon SA in Chloroplasten; HAole, 
unverSffentlieht); mSglieherweise wird das aufgenommene Salieylal- 
doxim hydroxyliert und als Hemmstoff inaktiviert, wie das in Chloro- 
plasten yon T~V, BST und ECK (1963) unter aeroben Bedingungen nach- 
gewiesen worden ist. 

Hydroxylamin ist ein seit langem verwendeter Hemmstoff der 
Photosynthese (s. K~SSLE~, 1960, S. 926 und 955; LOSADA und ARNON, 
1963, S. 572), der auf die O2-Entwicklung wirkt, der aber die Photo- 
reduktion z.B. bei Scenedesmus und bei Purpurbakterien wenig beein- 
fluBt. GA~F~O~r (1944) nahm aus diesen Grfinden sogar eine spezifische 
Blockierung beim letzten Schritt der O~-Freisetzung an. SAPOZ~IKOV 
et al. (1959a) haben mit Hydroxylamin eine Bildung des Luteins (ist 
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Abb. 7. Die Wirkung yon Hydroxylamin (Algensuspension in Phosphatpuffer pH 7,0) und yon Methyl- 
amin (Trispuffer pH 7,0) auf die Xanthophyllumwandlung in Rotlicht bei Chlorella 1)yrenoidosa 

wahrscheinlich Zeaxanthin l) aus Violaxanthin im Licht hemmen kSnnen, 
allerdings nur unter aeroben Bedingungen. 

In  einer Konzentrat ion yon 10-sin unterdr/ickt t tydroxylamin  die 
lichtinduzierte Umwandlung Violaxanthin -~ Ze~xanthin unter  aeroben 
und anaeroben Bedingungen vollstandig (Abb. 7). 
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Methylamin ist verschiedentlich als Phosphorylierungs-Entkoppler 
in Chloroplasten verwendet worden (z.B. IZAWA, 1965; IZAWA und 
GOOD, 1965b). Es entkoppelt die offenkettige und cyclische Photo- 
phosphorylierung in Chloroplasten gleich stark (AvRo• und SHAVIT, 
1963, 1965). In  Chlorella zeigt Methylamin ebenfalls eine Entkoppler- 
wirkung; so haben MIFLI~ und W~ITTI~GHAM (1966) eine Stimulierung 
der O2-Produktion und eine Hemmung der CO~-Fixierung beobachtet. 
Dabei kam es bei niederem C02-Druck zu einer Anh~tufung yon Phos- 
phoglycerinsaure und zu einer Abnahme sowohl der Zuckerdiphosphate 
als auch der Glycolsi~ure und des Glycins. Mit einer Konzentration yon 
5 • 10 -4 m konnte die CO~-Fixierung vollstandig unterdrfickt werden. Die 
Versuche sind allerdings bei dem hohen pH yon 9,8 durchgeffihrt worden. 

Die lichtinduzierte Violaxanthin -> Zeaxanthin-Umwandlung l~I~t 
sich mit Methylamin.  HC1 (pH 7, Tris-Puffer) ahnlich wie in Chloro- 
plasten (ItAGEa, unverSffentlich~) in ChloreUa schon bei einer Konzen- 
tration von 5 • 10 -4 m sehr stark hemmen (Abb. 7). 

m-Chlorcarbonylcyanidphenylhydrazon (CCCP) wird seit einiger Zeit 
auch bei der Photophosphorylierung als Entkoppler verwendet (HEYT- 
L~R und P~ICH~D, ]962; AV~ON und SHAFT, 1963, 1965; BAMBERGEIr 
e~ a]., 1963). Mit einer Konzentrat ion von 10-Sm hemmt es die Phos- 
phorylierung, der Elektronentransport  wird mit 3 • 10 -5 m aber nur um 
50% gehemm~ (PL~NGVIDHYA und BvR~IS, 1965). DE KI~WIWT et al. 
(1965) konnten mit CCCP in Chloroplasten die Phosphorylierung in 
drei cyclischen Systemen (PMS, Vitamin K 3 und FM-N) und in drei nicht- 
cyclischen Systemen (Ferricyanid-H~O; 57ADP-H~O und NADP-AS) 
hemmen. Nur die Reduktion von NADP mit AS-DPIP als Elektronen- 
donator war unbeeinflul~t. Im PMS-System war die t temmwirkung ab- 
h~ngig yon der Lichtintensit~t: Bei steigender Intensit~t waren stei- 
gende Konzentrationen yon CCCP notwendig, um eine Hemmung zu 
erzielen. AuBerdem soll nach AvRo~ und SHAWT (1963) die cyclische 
Photophosphorylierung weniger empfindlich gegen CCCP sein und erst 
bei hSheren Konzentrationen gehemmt werden, als die nichtcyclische 
Phosphorylierung. 

In Chlorella werden die O~-Entwicklung und die CO2-Fixierung mit 
einer Konzentration yon 10-sin ebenfalls gehemmt (GouLD und BAss- 
HAM, 1965). 

Bei den eigenen Versuchen wird die Zeaxanthinbildung in Chlorella 
(pH 7, Phosphatpuffer) bei einer Konzentration yon 5 •  sehr 
stark und yon 10-4m vollsti~ndig gehemmt (Abb. 8). In  Chloroplasten 
wird die Zeaxanthinbildung schon bei Konzentrationen yon 10-6m 
gehemmt und bei 5 • 10 -6 m vollsti~ndig unterbunden (unverSffentlicht). 

KCN hemmt die CO2-Assimilation, d.h. die Carboxylierungs-Reak- 
tion in Chloroplasten (LosADA, 1963, S. 565 und 582), hat  aber im all- 
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gemeinen wenig Einflu8 auf die Elektronentransport-Vorg/inge (SIMo- 
~IS, 1960, S. 988 und 994) und die Photophosphorylierungen, mit Aus- 
nahme einer durch FMN hervorgerufenen cyclischen Phosphorylierung 
(WH~tTL~Y, 1959). Allerdings finder TRm~s~ (1963) bei Konzentrationen, 
die h6her als 10-~m liegen, eine Hemmung der O~-Entwicklung mit 
Ferricyanid und eine I{emmung der cyclischen Photophosphorylierung 
mit Vitamin Ka. Bei Konzentrationen unter 10 -3 m wird jedoch nur die 
endogene Katalase gehemmt. 
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Abb. 8. Die Wirkung verschiedener Konzentrationen yon CCCP auf die lichtbedingten 
XanthophyllumwandRmgen in Chlorella pyrenoidosa (Phospha~puffer, pH 7,0) 

Abb. 9 zeigt, dab KCN (10 -2 m) die liehtbedingte Umwandlung der 
Xanthophylle nieht beeinflugt, ja diese sogar etwas zu fSrdern seheint, 
da die im Dunkeln ablaufende Rfiekumwandlung Zeaxanthin -~ Vio- 
laxanthin dureh KCN etwas gehemm~ wird. 

N 2. Wird eine Chlorella-Suspension 20 min vor und wghrend der 
Beliehtung mit Stiekstoff durchstrSmt, so erseheint die liehtinduzierte 
Violaxanthin --> Zeaxanthin-Umwandlung nieht allzu stark beeinflugt 
(Abb. 10). Da die gleiehzeitig ablaufende Rfiekumwandlung Zeaxan- 
thin --> Violaxanthin dutch Stiekstoff vollst/indig unterbunden wird 
(s. unten), w/~re allerdings eine st/~rkere Anh/~ufung yon Zeaxanthin im 
Lieht zu erwar~en; die Hin-Reaktion seheint also unter anaeroben Bedin- 
gungen nieht in voller Stiirke ablaufen zu kSnnen. Die besonders starke 
Anhgufung des Zwisehenproduktes Antheraxanthin ist wohl ein Zeiehen 
ffir eine begrenzte Rfiekreaktion. Der erste Sehritt Zeaxanthin --> An- 
theraxanthin seheint mit den Restmengen yon Sauerstoff (die fiber die 
G/~rungskohlens/iure und die dutch sie bedingte geringe Photosynthese 
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Abb. 10. Die  lich~induzierten Xan thophy l lumwand lungen  laufen un te r  anaeroben und  aeroben Be- 
z d ingungen  ab. WeiBlieht 500000 e rg /cm • see. Begasung  der Chlorella-Suspension m i t  

nachgere in ig tem N= bzw. m i t  L u f t  20 min  vo r  und  w~hrend der  Bel ichtung 

entstehen k6nn$en) noch etwas besser abzulaufen als der zweite Schritt  
vom Antheraxanthin zum Violaxanthin. 

D C M  U, 3- ( 3',4'-dichlorophen yl) - l , l -d imeth ylharnsto// ist ein spezifi- 
scher Hemms$off tier Lichtreaktion I I  (LOSADA und AR~O~, 1963, 
S. 572f.). Es is~ freilich noch ungekl~rt, ob der Elektronentransport  
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zwischen dem H20 und dem photooxidierten Chlorophyll aii bloekiert 
wird, oder an einem Quencher ( D c r s ~ s  und Sw~,~Rs, 1963), der das 
lichtangeregto Elektron yore Chlorophyll ali empf~ngt (s. dazu RuM- 
BERG et al., 1964, S. 1100; GINORAS et al., 1965; IZAWA und GOOD, 
1965a). SWE•TSER postulierte 1963 eine Weehselwirkung oder Kom- 
plexbildung zwisehen Monuron [3-(p-Chlorphenyl)-l,l-dime~hylharn- 
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stoff] und einem FMN oder einem Flavoprotein der Photosynthesekette, 
die letztlich zu einer Hemmung des Elektronentransports fiihren sollte. 

DCMU unterdrfickt die lichtinduzierte Zeaxanthinbfldung in Chlo- 
rella sehr stark; allerdings ist die Hemmung bei einer Konzentration 
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yon 5 • 10 -8 m, welche die O2-Entwicklung noch zu 93% hemmt, nut 
mehr etwa 70% (Abb. 11). 

Die Hemmung der Zeaxanthinbfldung dureh DCMU (2 X 10 -a m) im 
Licht kann aber dureh solche Substanzen zum gr613ten Teil wieder auf- 
gehoben werden, welche die cyclische Photophosphorylierung, d.h. einen 
cyelisehen Elektronentransport begfinstigen. Vom Vitamin K sind 
solche Eigenschaften seit langem bekannt und in isolierten ganzen oder 
aufgebrochenen Chloroplasten naehgewiesen worden (A~o~r et al., 
1955). Aber aueh in intakten Zellen, in Chlorella ist mit Vitamin K 5 
(4-Amino-2-methyl-l-naphtholhydroehlorid) bzw. Hexylresorcin eine 
starke FSrderung des cyelischen Elektronenflusses und eine dadurch 
bedingte Hemmung des nichteyehsehen Prozesses und der Sauerstoff- 
entwicldung zu beobachten (GouLD und BASS~AM, 1965). 

Abb. 12 zeigt, wie die durch DCMU verursachte Hemmung der Zea- 
xanthinbfldung im Lich~ durch Vitamin K s (10 -4 m) und Itexylresorcin 
(2 • 10 -4 m) wieder aufgehoben werden kann. 

Der zeitliche Verlau/ der lichtabh~ngigen Riic/cumwandlunff 
Zeaxanthin -> Violaxanthin in Chlorella 

Wie Abb. 13 deutlich macht, sind nach dem Abschalten des Lichts die 
Mengen~nderungen der drei Xanthophytle rficld~ufig, d.h. es wird die 
st~ndig ablaufende Rfickumwandlung Zeaxanthin -> Violaxanthin sicht- 
bar; die Verschiebung des Gleichgewichts durch das IAcht in Richtung 
Zeaxanthin (s. Abb. 15) wird wieder aufgehoben. 

Diese Rfickreaktion wird beim Fehlen des Luftsauerstoffs fast voll- 
st~ndig unCerbunden (Abb. 14). Ffir den Einbau yon Sauerstoff in die 
Iononringe des Zeaxanthins ist mSglicherweise eine metallhaltige Oxy- 
genase verantwortlich (s. ttAGJ~R, 1966). 

Diskussion 
Die in den Bl~ttern und Algen bei Belichtung einsetzende Abnahme 

des Violaxanthins und die gleichzeitige Zunahme des Zeaxanthins ist im 
Dunkeln reversibel; das bedeutet, dab die Abspaltung des Epoxyd- 
Sauerstoffs aus dem Violaxanthin und damit die Bildung des epoxyd- 
freien Zeaxanthins ein umkehrbarer Vorgang ist (Abb. 15). Die Zea- 
xanthinbfldung hat dabei reduktiven Charakter; sie beginnt im Licht 
ohne ,,lag-phase" und ist schon nach einminiitiger Belichtung chromato- 
graphiseh naehzuweisen. Sie unterscheide~ sich auch dadurch yon den 
pho$ooxidativen Pigmentver/s die unter den gegebenen Be- 
dingungen und in den intakten Zellen erst nach Stunden in Erseheinung 
treten und die sieh dureh ZerstSrung vor allem des Chlorophylls a und 
der Carotine bemerkbar machen. In gesch/~digten Zellen kSnnen solche 
photooxidativen Ver/inderungen allerdings schon nach viel kiirzerer Zeit 
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stattfinden (s. Tabelle 2). Sie ffihren zur ErhShung des Verhs 
Xanthophylle/Carotine. 

Als Zwischenprodukt bei der lichtinduzierten Umwandlung Viola- 
xanthin -> Zeaxanthin fungiert Anther~x~nthin (Abb. 15), das zu Be- 
ginn der Beliehtung einen deutliehen Mengenanstieg zeigt (Abb. 1 und 4). 
Alle anderen Carotinoide i~ndern ihre Konzentration bei der ange- 
wendeten Lichtintensit~t und Versuchszeit (bis zu 1 Std) nicht. 

Dies gilt auch ffir das Neoxanthin, yon dem man auf Grund seiner 
5-hydro-6-hydroxy-Konfiguration am Ionon-Ring I vermutet  hat  (SAA- 
xov,  1965a; BAMJI und I~n~sKY, 1965), dab es eine Zwisehenstufe dar- 
stellt, wenn der 5,6-Epoxydsauerstoff vom Iononring des Violaxanthins 

V/olclxun/h/n O-Y.'~ OH 

0 y 

Anther 'xan/h/n O'-.E[.Ay 0 H / 

0 .~ 0 

Zazx~n/hin ~ OH / 

H O ~  
Abb. 15. Die Konstitution der drei Xanthophylle, die sich in der lichtinduzierten Hin-Reaktion 

und der lichtunabh~ngigen Rilckreaktion ineinander umwandeln 

abgespalten wird und an dieser Molekfilstelle eine Doppelbindung ent- 
steht. Bei den durehgefiihrten Versuehen konnte keine signifikante An- 
sammlung oder Abnahme yon Neoxanthin beobachtet werden; ffir die 
Funktion des Yarbstoffes als Zwisehenprodukt waren somit keine An- 
haltspunkte zu finden. 

Wie der Kurvenverlauf (Abb. 1 und Abb. 4) zeigt, kommen die Men- 
gen~nderungen der drei Xanthophylle wiihrend der Beliehtung naeh 
20--30 min zum Stillstand. Es stellt sieh offensichtlich ein neues Gleieh- 
gewieht mit der st~ndig ablaufenden Riickumwandlung Zeaxanthin --> 
Violaxanthin ein; diese Rfiekreaktion wird sichtbar, wenn das Lieht 
abgeschaltet wird (Abb. 13). 

Die Konzentrationen der drei Xanthophylle, die in den Bl~ttern oder 
Algen ~estgestellt werden, geben somit nur Auskunft fiber den augen- 
blietdiehen Gleichgewichtszust~nd zwisehen Hin- und Rfickreaktion 
(s. Abb. 15). Zu einer Akkumulation yon Zeaxanthin kann es nur dann 
kommen, wenn die I-Iin-Reaktion im Vergleich zur Rfickumwandlung 
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relativ zu schnell abli~uft. Dies kann eintreten, wenn die Lichtintensit~t 
sehr hoch ist (wie das in der freien Natur  sehr hi~ufig der Fall ist) ; oder 
wenn bei geringer Lichteinstrahlung die Rfickreaktion yon Zeaxanthin 
zu Violaxanthin entweder durch Anaerobiose oder durch bestimmte 
Gifte gehemmt wird. 

Daraus wird verst~ndlich, warum in schwachem Licht und bei An- 
wesenheit yon Sauerstoff unter Umsti~nden kein Zeaxanthin beobachtet 
werden kann; dies erkl~rt ferner, warum bisher fiilschlicherweise ange- 
nommen wurde (S)~eozK~IKOV, 1959b; YAMAMOTO et al., 1962c), die 
hchtinduzierte Umwandlung Violaxanthin -> Zeaxanthin bzw. Anthera- 
xanthin -~ Zeaxanthin in Euglena (K~INSKu 1964) kSnne nur bei Ab- 
wesenheit yon Sauerstoff, also unter nicht-physiologischen Bedingungen 
ablaufen. Tatsi~chlich wird aber durch Stickstoff nur die st~tndig ab- 
laufende Riickreaktion gehemmt und dadurch die Zeaxanthinbildung 
sichtbar gemacht; die Lichtreaktion l~uft, wie die Versuche zeigen, in 
Luft  und Stiekstoff in gleicher Weise ab. 

Die Versuche mit Rotlicht beweisen ferner, dal] die Lichtumwandlung 
der Xanthophylle auch bei einer Lichtfrequenz abl~uft, die yon den 
Carotinoiden selbst nicht absorbiert werden kann. Als Lichtacceptor ffir 
diese Umwandlungsreaktion fungier~ das Chlorophyll. Daraus erhebt 
sich die Frage, ob die lichtbedingte EpoxydabspMtung yore Violaxanthin 
etwas mit der Photosynthese oder der Hill-Reaktion zu tun hat. 

Uber eine Beteiligung der Xanthophylle beim O~-Transport oder der 
O~-Freisetzung in grfinen Bl~ttern ist schon seit langem spekuliert 
worden (Do~ovoH und C)~Lv/~, 1951; CHOL~OKY et al., 1956; SAPOZH- 
~IKOV et al., 1957). Die Untersuchungen, die mit 1sO durchgeffihrt worden 
sind, haben jedoch zu widersprechenden Ergebnissen und Deutungen 
gefiihrt. Im folgenden wird gezeigt, dal3 sich diese Widersprfiche mit 
Hilfe der eigenen Befunde erklaren lassen. YAMAMOTO et al. (1962b) 
fanden, dal~ in Chlorella vulgaris im Dunkeln ein Einbau yon Sauerstoff 
in die Hydroxyl-Gruppen erfolgen kann, da6 aber der Sauerstoff der 
Epoxyd-Gruppen aus dem H~O stamme. Um nun eine Beteiligung der 
Xanthophylle bei der 02-Entwicklung wahrend der Photosynthese zu 
prfifen, haben diese Autoren (YA~AMOTO et al., 1962a) in isolierten 
Chloroplasten einen mSglichen Einbau yon 1sO aus H~lSO in die Xantho- 
phylle untersucht. Es liel~ sieh aber kein erh5hter lsO-Einbau nachwei- 
sen; die Autoren folgerten, da]~ die Epoxydpigmente ]ceine Funlction 
beim O~-transportierenden System wahrend der Photosynthese haben. 

Zu demselben Ergebnis kamen SHN~OVR und C~LW~ (1962) welehe 
mit einer ,, Quantasomen-Fraktion" aus Spinacia oleracea-Chloroplasten 
arbeiteten. Weder aus H21sO noch aus einem Gasgemisch mit 20% 1sO 
in Argon wurde im Lieht mehr is0 in das Violaxanthin oder Lutein 
eingebaut als im Dunkeln. 

12 P lan ta  (Berl.), Bd. 74 
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Diese Ergebnisse sind nach Abb. 15 versti~ndlich, denn ein lsO-Einbau 
in die Xanthophylle kSnnte nur wahrend der Riickreaktion erfolgen; 
da abet in isolierten Chloroplasten unter keinen Umstanden eine Riiek- 
reaktion naehzuweisen ist (HAGER, unverSffentlicht), ist das negative 
Ergebnis erkli~rlich. 

Anders miissen dagegen die Ergebnisse in intakten Pflanzenteilen 
mit einer gut Iunktionierenden Riickreaktion ausfallen. Bereits 1961 
haben SA~OZI~NIKOV et al. den Einbau yon 1sO aus H21sO in intakten 
Pflanzen yon Elodea canadensis und Chlorella pyrenoidosa untersucht. 
Es wurden Belichtnngszeiten yon 15 rain und 2 Std und versehiedene 
Dunkelperioden angewendet. Im Lieht wurde in das Violaxanthin 1sO 
aus dem H2~sO eingebaut, im Dunkeln gesehah dies nicht. In einer 
neueren Arbeit (SAPozHNI~:OV et al., 1965) konnten diese Ergebnisse 
besti~tigt werden; es wurde nach einer 30miniitigen Belichtung ein 
zweimal so groBer Einbau yon 1sO aus H21S0 (73% isO) in das Viola- 
xanthin gemessen. 

Diese Befunde werden yon den russisehen Autoren als Beweis /i~r 
die Beteiligung tier Xanthophylle als Zwisehenprodukte bei der Um- 
wandlung des Wassersauerstoffs in molekularen Sauerstoff angesehen 
(S~Kov ,  1965b). 

Naeh unseren Befunden miissen diese Ergebnisse aber so gedeutet 
werden, dab der bei der Photosynthese aus dem H21sO freigesetzte 1sO 2 
bei der Rfickreaktion teilweise in Violaxanthin eingebaut wird und so 
dessen Markierung zustande bringt. 

Fiir diese Erklarung sprieht anch die Arbeit yon YAMA~OTO und 
CHIC~]~ST]~ (1965). Bohnenbls welehe 30 rain unter Stickstoff be- 
lichtet worden waren, wurden ansehlieBend in eine lsO-Atmosphgre 
iibefffihrt und dort in Dunkelheit 30 rain belassen. Es zeigte sich im 
Dunkeln eine betr/~chtliehe ~sO-Aufnahme in das Antheraxanthin (es 
wurde allerdings nur dieser sich im Dunkeln am st~rksten vermehrende 
Farbstoff untersucht) und zwar spezifisch in die Epoxydgruppe mit 
einer dreimal hSheren Einbaurate, verglichen mit dem Gesamtmolekiil. 
Es wird angenommen, dab auch in das Violaxanthin in ~hnlieher Weise 
02 aufgenommen werden kann. 

Damit ist wahrseheinlich gemaeht, dab die reversiblen Xanthophyll- 
umwandlungen nieht unmittelbar bei der 02-Freisetzung w/~hrend der 
Photosynthese beteiligt sind; eindeutige Beweise dafiir ergeben sich nun 
aber bei den oben geschilderten Versuehen mit tIemmstoffen der ttill- 
Reaktion. Vor allem die t temmung der Zeaxanthinbildung dureh das 
haupts~tehlich auf die Lichtreaktion I I  wirkende DCMU und die MSg- 
lichkeit, diese Hemmung dureh Substanzen aufheben zu kSnnen, welehe 
in Chlorella einen starken eyclisehen Elektronentransport am Chloro- 
phyn a I hervorrufen kSnnen (Vitamin K s, Hexylresorein), sprieht far 
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eine Nichtbeteiligung der Xanthophylle bei der O2-Freisetzung. Die 
beiden Substanzen Vitamin K s und ttexylresorein sind allerdings nur 
dann ffir die Zeaxanthinbildung notwendig, wenn eine hohe DCMU- 
Konzentrat ion (2 • 10 -8 m) verwendet wird, bei welcher aueh der cycli- 
sche Elektronentransport  bzw. die eyclische Photophosphorylierung in 
Chlorella um 80 % gehemmt ist (gemessen an der Glueoseaufnahme yon 
Chlorella; TA~v .~  et al., 1965). Eine solche Hemmung der cyelisehen 
Photophosphorylierung wurde aueh yon BOMSET, (1966) in vivo an 
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Abb. 36. Schema fiber die Kopplung der u --~ Zeaxanthin-Umwandlung an die 
Elektronentransportvorg~nge w~hrend der Photosynthese in Chlorella 

Weizenbl~ttern mit  Monuron [3-(4'-Chlorphenyl)-l,l-dimethylharn- 
stoff----CMU] bei einer Konzentration yon 2 x  10-~m aafw~rts beob- 
achtet. 

Wird die DCMU-Konzentration jedoch niedriger gehalten (5 x 10-6m), 
so ist die photosynthetische 02-Entwicklung zwar noch um 93 % gegen- 
fiber der Kontrolle gehemmt (s. oben), die Zeaxanthinbfldung dagegen 
aber nur um 70% (Abb. 11). Dies zeigt, dal~ die Lichtreaktion I I  im 
Normalfall als Elektronendonator in Tiitigkeit sein mul~, damit  Zea- 
xanthin gebildet werden kann; ~ r d  Chlorophyll ali blockiert (z.B. 
durch DCMU), kann dieser Elektronentransport  durch ein cyclisches 
System fiber das Chlorophyll a I ersetzt werden (Abb. 16). Es scheint 
also, daJ~ ein ElektronenfluJ~ vom Reduktant  des Chlorophylls ali 
(Plastochinon) zum photooxydierten Chlorophyll a I notwendig ist, 
damit  Zeaxanthin entstehen kann. 

Die bei diesem Elektronentranspor~ stattfindende Violaxanthin --> 
Zeaxanthin-Umwandlung kann nun in Chlorella durch Phosphorylie- 
rungsentkoppler wieder gehemmt werden, wie das auch in Chloroplasten 
mhglich ist (HAGEn, 1966). Es muI~ deshalb angenommen werden, dal~ 
die Xanthophyllumwandlung an die Photophosphorylierungsvorg&nge 
gekoppelt ist oder yon ihncn abhangt  (Abb. 16). 

]2* 
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Ob zum Ablauf dieser Reaktion noch ein Reduktant  notwendig ist, 
der vom lichtangeregten Chlorophyll ali oder im Fall eines cyclischen 
Elektronentransports yore Chlorophyll ai gebildet ~ r d ,  kann aus 
diesen Versuchen noch nicht eindeutig abgeleitet werden. 

Als sicher kann gelten, dal3 die Reduktanten NADPIt  oder FM_NH, 
welche in lyophilisierten Zellen yon Euglena eine Zeaxanthinbfldung 
hervorrufen kSnnen (BA•JI und K~I~SKY, 1965), in vivo und im Nor- 
malfallo f fir die Xanthophyllumwandlungen unmittelbar nieht verant- 
wortlieh sind. 

I)er Deutschen Forschungsgemeinschaf~ danke ich ffir Sachbeihilfen, Herrn 
Prof. Dr. A. TRWBST ifir die ~berlassung yon DCMU. 

Zusammenfassung 
1. Mit Itilfe neuer diinnschichtchromatographischer Methoden wur- 

den quantitative Untersuchungen fiber die lichtinduzierten Mengen- 
iinderungen der Xanthophylle in Chlorella und Spinatbl~ttern durch- 
gefiihrt und die mSglichen Zusammenhs dieser Mengen~nderungen mit 
den Elektronentranspor~-Vorg~ngen bei der Photosynthese aufgezeigt. 

2. Der zeitliehe Verlauf dieser Xanthophyll-Umwandiungen wurde 
w~hrend starker Belichtung und in nachfolgender Dunkelheit (Chlorella) 
untersucht. 

3. Die lichtinduzierte Violaxanthin --> Antheraxanthin --> Zeaxanthin- 
umwandlung (,,Hin-Reaktion") finder auch im Rotlicht ( ~  600 nm) start. 
Als Lichtacceptor fungiert das Chlorophyll. 

4. Diese Umwandlung hat  nichts mit Pigmentver~nderungen zu tun, 
die photooxydativer Natur  sind, die erst nach li~ngerer Belichtung in 
Erscheinung treten und die zu einer Erh6hung des Verh~ltnisses Xan- 
thophylle/Carotine ffihren. 

5. Die Hin-Reaktion unterhleibt nach kurzzeitiger Erhitzung der 
Zellen. Sie wird ferner durch Hemmstoffe der Lichtreaktion I I b e i  der 
Photosynthese, n~mlich o-Phenanthrolin, Hydroxylamin und DCMU 
vollst~ndig unterbunden. Die Hemmung durch DCMU kann (in Chlo- 
rella) durch Substanzen wieder aufgehoben werden, welche einen cycli- 
sehen Elektronentransport am Chlorophyll a I hervorrufen oder ver- 
st~rken: Vitamin K 5 und Hexylresorcin. 

Im Unterschied zu Chloroplasten (unver6ffentlicht) wird die Xan- 
thophyllumwandiung durch den Kupfer-Komplexbildner Salicylaldoxim 
nur schwach gehemmt. Cyanid beeinflul3t die Hin-Reaktion nicht. Sie 
ls auI3erdem unter aeroben und anaeroben Bedingungen gleicher- 
mal3en ab. 

Die Entkoppler CCCP und Methylamin unterbinden die lichtbedingte 
Zeaxanthin-Bildung bei Konzentrationen yon 10 -4 bzw. 5 •  
bereits vollst~ndig. 
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6. Die l ich tunabh~ngige  R / i ckumwandlung  Zeaxan th in  -~  Anthe ra -  
xan th in  --> Vio laxan th in  ve rh inde r t  normalerweise  eine st/~rkere l icht-  
induzier te  Ansammlung  yon  Zeaxan th in ;  diese l~/ ickumwand]ung wird 
in  einer N2-Atmosph~re vol ls t~ndig gehemmt .  U n t e r  solchen Bedin- 
gungen k a n n  deshalb  auch in schw~chem Lich t  eine A k k u m u l a t i o n  yon  
Zeaxan th in  beobach te t  werden.  

7. Die Ergebnisse  zeigen, dab  die lichtabh/~ngige Vio laxan th in  - ,  
A n t h e r a x a n t h i n  --> Z e a x a n t h i n - U m w a n d l u n g  ind i rek t  an einen Trans-  
po r t  yon  E lek t ronen  gekoppe l t  isb, welcher  zwischen dem l ichtrcdu-  
z ier ten  P las toch inon  und  dem l i ch toxyd ie r t en  Chlorophyl l  a 1 abl/~uft; 
die bei  diesem E l e k t r o n e n t r a n s p o r t  gebi lde ten  (energiereichen) Verbin-  
dungen oder  das  A T P  selbst  s tehen in urs~chlichem Zusammenhang  mib 
der  [O]-Abspa l tung  aus dem Vio laxan th in  und  der  da raus  resu l t ie renden  
Bi ldung yon  Zeaxan th in .  
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