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THE CONTI{OL BY PHYTOCIIROME OF THE CONTENTS OF ASCOI{BIC 
ACID AND DEHYDI{OASCORBIC ACID IN THE MUSTAI{D SEEDLING 

(SINAPIS ALBA L.) 

Summary. A dark grown seedling of white seeded mustard (Sinapis alba L.) 
contains an appreciable amount of ascorbic acid. The content of aseorbic acid, how- 
ever, will strongly increase under the influence of light. This effect is due to phyto- 
chrome. Photosynthesis is not involved under our experimental conditions. 

The content of dehydroascorbic acid is always very low compared to ascorbic 
acid (5--8 % of total ascorbate). Phytoehrome does not influence this relation. 

The lag-phase of the phytochrome induced increase in ascorbie acid accumu- 
lation is remarkably short, about 1 hour after the onset of light compared to about 
4 hours for phytochrome induced anthocyanin synthesis under our conditions. 

This is the shortest lag-phase we have observed hitherto in the ease of "positive" 
photoresponses (MOH~, 1966). 

If we assume that the function of phytochrome in the case of "positive" photo- 
responses involves a differential gene activation of "potentially active" genes 
(Mol~, 1966) the following working hypothesis can be advanced: phytochrome 
induced accumulation of ascorbic acid will lead to a separation of DNA-histone 
complexes in the range of "potentially active" genes. This makes possible the DNA- 
dependent synthesis of m-i{NAs at those sites which are lastly responsible for the 
initiation of "positive" photoresponses. - -  Arguments are briefly considered which 
support the view that aseorbie acid exerts a function in connection with the regula- 
tion of gene activity. 

Einleitung 
Ascorbins iurc  1 scheint ein essentieller Bestandtei l  zumindes t  aller 

hSheren lebendigen Systeme zu sein. Ih r  universelles Vorkommen u n d  die 
Tatsache,  dal~ sic beim Menschen die Ro]le eines Vi tamins  spielt, ha t  
schon seit langem das Interesse der Biologen an  dieser Substanz geweckt. 
Bis heute ist jedoeh noch keine umfassende Antwor t  auf die Frage nach 
ihrer molekularen F u n k t i o n  in  der lebendigen Zelle mSglich. Der AS- 
Gehalt  ist bei den potentiel l  grfinen Pf lanzen dureh Varia t ion einer l~eihe 

i Die folgenden Abkiirzungen werden verwendet: AS ~ 1-Ascorbins~iure, DAS 
= Detlydro-l-Ascorbinsaure, TA = Totalascorbat ( :  AS + DAS), 1)v30 = dunkel- 
rotabsorbierende Form yon Phytochrom, HI{ = ttellrot, DR ~ Dunkelrot, DIP 
2,6-Dichlorophenolindophenol. 
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yon AuBenbedingungen (z. B. TemperaSur, CQ-Part ia ldruck,  N~hrstoff- 
versorgung) beeinfluBbar. Den auffallendsten Effekt hat  jedoeh der 
AuBenfaktor Licht. Bereits bei RnID (1938) finder sich der bezeichnende 
Satz: "Light has been found to have the most profound effect of any 
of the environmental factors thus far tested." Diese Tatsache wird durch 
z~hlreiche Befunde belegt (Zusammenfassnng bei ISgSRWOOD nnd MAr- 
sox, 1962). 

Es ist naheliegend, den LichteinfluB in einen Zusammenhang mit  der 
Pho~osynthese zu bringen. Dies ist aber offenbar nur bei solchen Objekten 
gerechtfertigt, die fiber keine gr6Beren Stoffwechselreserven verf/igen 
und deshalb bei praktisch allen Synthesen letztlich yon der Photosynthese 
abhgngen (vgl. FgA~zE, 1959). In  den letzten Jahren wurde gezeigt, dab 
neben dcr Photosynthese zumindest ein weiteres photochemisches 
Reaktionssystem existiert, welches den Stoffwechsel und die Morpho- 
genese yon potentiell griinen Pflanzen entseheidend beeinfluBt (vgl. 
MoI~R, 1965). Dieses reversible Pigmentsystem ist unter dem Namen 
Phytochrom bekannt.  Ein erster Hinweis ffir seine Wirksamkeit  bei der 
Erhbhung des AS-Gehaltes pflanzlieher Zellen wnrde dureh g v e ~  (1957) 
gegeben, der bei Tradescantiabl~ttern land, dag vor allem dunkelrotes 
Licht einen stark fbrdernden Effekt hat. 

Der EinfluB des Phytochromsystems auf energieverbrauehende Syn- 
thesen kann besonders gut an Objekten studiert werden, bei denen die 
Photosynthese nieht als limitierender Faktor  in Erseheinung tritt .  Diese 
Voraussetzung ist z.B. bei Keimlingen yon Sinapis alba wi~hrend der 
ersten 3 Tage naeh der A u s s ~ t  gegeben. Daneben bietet der Senfkeim- 
ling den groBen VorteiI, dab bereits eine Ffille yon Daten zur Photo- 
morphogenese vorliegen (vgl. M o ~ ,  1965, 1966). Dank einer weitgehen- 
den Standardisiernng der Anzueht- und Bestrahlungsbedingungen ist es 
mSglieh, viele dieser Daten in eine direkte Beziehung miteinander zu 
bringen. - -  Die vorliegende Arbeit hat  das Ziel, einen Beitrag zu einer 
umfassenden Theorie der dutch Phytoehrom gesteuerten Photomorpho- 
genese, gewonnen am Beispiel des Senfkeimlings, zu liefern. 

Material und Methoden 

1. Material 
Das S~menmateri~l yon Sinapis alba L. (Botzn. Garten Freiburg, Ernte 1963) 

stammt Bus der 2. Naehzucht einer seit 1957 yon Memo und Mitarb. verwendeten, 
relativ homogenen Population. 

2. Bestrahlungsanlagen 
Es warden die Standardfelder des Instituts fiir HR (~max = 658 nm, HMbwerts- 

breite etw~ 20 nm, Intensit~t 750 erg/cm 2 �9 see =j= 10 % ; vgl. Mo~,  M~YE~ und 
HARTMA~, 1964) und DI~ ()~max = 740 rim, I~albwertsbreite etwa 100 rim, Intensi- 
t~t 3800 erg/cm 2 �9 see ~ 10 % ; vg]. W~ID~J~R, JAKOBS und MooR, 1965) verwendet. 
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3. Ansatz der Versuche 
Die im Institut fiblichen St~nd~rdbedingungen zur Anzucht von Keimlingen 

(auf Chroma~ographiepapier mit aqu~ desk., 25,0 • 0,3 ~ C; vgl. Mo~ ,  1966) wurden 
strikt eingehatten. 

4. Auswertung der Versuche 
Von je 25 gemeinsam ausges~ten Keimlingen wurden die 23 grSBten in ttomo- 

genisiergefiiBen (vg]. Abb. 1), welche 7 In] Homogenisiergemiseh (2 Tefle HPO3-L5- 

0/~o17zPi)7~7 - -  
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Abb. 1. Apparatur zum Homogenisieren unter Stickstoffbegasung. Der Homogenisatorschaft wird 
durch 2 Distanzringe ira Zentrum des Homogenisiergef~Bes gehalten. Der in das Homogenat ein- 
tauchende Teil des Schaftes ist mit einem Schutzmantel aus Polyfi%hylen tiberzogen, um ein Festkleben 
yon Partikeln zu verhindern. Dutch (lie ,,Stickstoffsperre" entsteht ein ringfSrmiger Gasstrom fiber 
dem ttomogenat, der das Eindringen yon Luft verhindert. Das Homogenisiergef~B wird dutch r 

:~thanol/Trockeneisbad (--750 C) gekfihlt 

sung [75 mg/ml], ~ 3 Teile Methanol) enthalten, bei--750 C eingefroren und mit einem 
modifizierten ,,Ultra-Turrax"-Homogenisator (TP 18/2, Janke & Kunkel KG, 
Stau~en i. Br.) unter Kfihlung (_~thanol/Trockeneis-B~d) und ~2-Begasung homo- 
genisiert (vg]. Abb. 1): Nach dam Einfiihren des HomogenisatorschMtes werden die 
Proben 2 min mit einem kr~ftigen N2-S~rom durch den Ansatzstutzen begast. Dann 
wird Hahn 1 geschlossen und durch 0ffnen yon Hahn 2 ein ringfSrmiger Gasstrom 
fiber der Probe erzeugt, welcher d~s Eindringen yon Luftsauerstoff verhindert. 
W~hrend des Homogenisierens (2 min) steigt die Temperatur der Probe yon --750 C 
auf --200 C an. AnschlieBend werden 10 m] HPOa-LSsung [30 mg/ml] zugegeben 
und der Homogenisator nochm~ls kurz eingesch~ltet. Iqach dem Zentrifugieren 

2 Alle L6sungen wurden mit aqua bidest hergestellt. 
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(10 min, 20 000 • g, 0 ~ C) erhalt man einen klaren Extrakt.  Bei dieser Art der Auf- 
arbeitung wird eine Oxydation von AS weitgehend vermieden (vgl. BAI~XEI~ und 
MAPSOI% 1959). Ein ve t  dem Homogenisieren zugesetzter Standard yon AS und 
DAS wird im Extrakt  innerhalb der Fehlergrenzen quantitativ wiedergefunden 
(Tabelle 1). 

Tabelle 1. Wieder/indeu eine~ Gemisches vo,r~ A S  und DAS, d~s zu Keimlinge~ vor 
dem Homogenisieren zugesetzt wurde. Alter der Keimlinge: 72 Std. Die Hellrot- 
Keimlinge wurden 24 Std im Dunlceln gehalten und dann fiir g8 Std bestrahlt. Alle 

Werte sind in der Einheit nMol/Keimling angegeben 

I II III gem Standard 
Standard Keimlinge S tanda rd  wiedergefunden 

+ Keimlinge (III--II) 

A. Dun~elkeimlinge 
TA 55 37 • 1 93 ~ 1 56 
AS 35 36 ~_ 1 70 5= 1 34 
DAS 20 1 23 22 

B. HeUrot-Keimlinge 
TA 245= 0,1 78 • 3 107 5= 3 29 
AS 22 • 0,3 75 • 3 101 J_ 3 26 
DAS 2 3 6 3 

5. Analytische Bestimmungen 
a) Ascorbinsiiure-Bestimmung. Im Prinzip wurde nach dem photometrischen 

Verfahren yon B~ssEY (1938) verfahren: Mit e[nem direkt anzeigenden EppendorL 
Photometer (Netheler & t{inz, Hamburg) wird die reduktive Entf~rbung yon DIP 
durch AS gemessen (578 nm-ttg-Linie, 4 em-Cuvetten, Cuvettenha]ter au~ 200 C 
temperiert). Zur ~essung werden 5 ml Citratpuffer [400 mg/ml Citronens~ure; 
180 mg/ml Na~HPO 4 - 12 It~O; pH 2,1] und 3 ml Extrakt  in der Cuvette gemischt 
und 1 ml DIP-LSsung [150 tzg/ml] mit  einer k~librierten ~r raseh zugege- 
ben. Der Cuvetteninh~lt (pH 2,3--2,5) wird mit  einem Kunststoffl6ffelchen gut 
durehmischt. 40 see (E40) und 80 see (Es0) nach DIP-Zugabe wird der Ex~inktions- 
wert abgelesen. Anschliefiend wird mit  einer Spur krist~lliner AS das DIP vollst~n- 
dig entf~rbt und die Extinktion (EI0 abgelesen. Zu jeder Megserie wird ein Leer- 
weft (A EL) mit  Leerextrakt (reines L6sungsmittel) auf dieselbe Weise bestimmt. 
Die dutch den AS-Gehalt der Probe hervorgerufene Enffgrbung des DIP entsprieht 
dann der ExtinktionsgnderungA E As = A E L ~- EI~ @ Es0-- 2 E40. Dureh diese Art der 
Bestimmung karm die dutch ZerstSrung des DIP  bei niedrigem pH-Wert  bedingte, 
lineare Drif~ der Ex~inktion (vgl. Abb. 3) eliminiert werden. Mit Hilfe einer Eieh- 
kurve (Abb. 2) wird der AS-GehMt in der Einheit nMol AS pro Keimling bereehnet. 

b) Totalascorbat-Bestimmung. Naeh tIueHES (1956) k~nn DAS mit  einem ~ber- 
sehul] an Homoeystein quantitativ zu AS reduziert werden. Die ansehliegende Be- 
stimmung yon AS wird nieht gestSrt, da bei pH 2,5 die Reduktion yon DIP  dureh 
Homoeystein erst 40--50 see naeh dem Start der Reaktion einsetzt. Zu je 5 ml 
Extrakt  werden 1,7 ml I-IomoeysteinlSsung [2 mg/ml] a zugegeben und mit  1,2 ml 
K2HPO ~ �9 3 t{~O-LSsung [500 mg/ml] der pH-Wert  au~ 7,0 eingesl~ellt. Die Proben 
bleiben 60--90 rain bei Zimmertemperatur stehen. AnsehlieBend wird mit  3 ml 

3 Light and Co. Ltd., Colnbrook, England. 
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dieses Ansatzes wie 
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Abb. 2. Eichkurve tier Ascorbins~ure-Bestimmung (o--o)  und der Totalascorbat-]~estimmung ( , - - . )  
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Abb. 3, ~nderungen der ~xf~inktion beider Ascorbins~s (o--o) und der To~al- 
aseorb~t-Bestimmung ( . - - . )  bei verschiedenen Dichlorophenolindophenol-Konzentrationen (160, 

120, 80, 40 ~g/ml) 
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Der auf DIP-ZerstSrung beruhenden Drift ist eine weitere Reaktion fiberlagert, 
welche die Extinktion w~hrend der ersten 42 sec geringfiigig erh6ht (Abb. 3) 4. An- 
schlieBend f~llt die Extinktion stark ab, da sich die Reduktion des Farbstoffes 
durch Homoeystein bemerkbar macht. Zur Berechnung wird der Gipfelwert (Emax) 
der Kurve bentitzt. Er wird bei 20 ~ C Cuvettentemperatur naeh 4 3 4 4  see erreicht. 
Nach Entf~rbung des DIP mit einer Spur kristalliner AS wird die Restextinktion 
(EI~) gemessen. Analog zur AS-Bestimmung wird ~uch hier mit Leerextrakt ein 
Leerwert (A EL) bestimmt. Die dutch TA hervorgerufene Extinktions~nderung ist 
dann A ETA ~ A E L -~ E~--Ema x. Die auf dieser Basis mit DAS-Standard bestimmte 
Eichkurve (Abb. 2) ist ebenfalls strikt linear. Sie hat jedoch im Vergleich zur AS- 
Eichkurve eine etwas gr6Bere Steigung. Der Wert fiir TA ist der gleiche, wenn tier 
Standard AS, DAS oder eine beliebige Mischung beider enthElt. Der TA-Gehalt 
wird in der Einheit ni~ol TA pro Keimling bereehnet. Der DAS-Gehalt ergibt sich 
durch die Subtraktion des AS-Gehaltes vom TA-Gehalt. Durch Borat kann DAS 
spezifisch zerstSrt werden (HvELI~, 1949; HUG~IES, 1956). In der Tat verschwindet 
nach Boratzugabe zum neutralisierten Extrakt die Differenz zwischen TA- und 
AS-Gehalt vollkommen. Die DAS-Bestimmung kann daher als spezifisch angesehen 
werden. 

c) Anthocyanbestimmung. Die t~estextinktion des Ansatzes naeh der totalen 
Entf~rbung yon DIP geht auf die Anwesenheit yon Anthocyan im Extrakt zuriick. 
Daher kann bei der AS-Bestimmung die um E~ des Leerwertes korrigierte Rest- 
extinktion der Proben als 5IaB ffir den relativen Anthoeyangehalt verwendet wet- 
den. Das Lambert-Beersche Gesetz erweist sich als exakt gfiltig. Da keine Korrektur 
fiir die Streuung durchgeffihrt wurde, weisen die Dunkelkontrollen relativ hohe 
Extinktionswerte auf. 

d) Fehlerermittlung. Fiir jeden Kurvenpunkt wurden 4--8 unabh~ngige Analysen 
yon je 23 Xeimlingen durehgefiihrt. Die in manchen Tabellen und Abbildungen 
angegebenen Fehlerschranken beziehen sieh auf die SehEtzung des einfachen 
mittleren Fehlers des arithmetisehen Mittels. Sie wurden mit ttilfe der Wissen- 
schaftlichen Tabellen, Documenta Geigy (1960) Ms Bruchteil des mittleren Extrem- 
bereiehes bereclmet. Der methodische Fehler (Aufarbeitung und Analyse) fiir 
4 Proben liegt in der GrSBenordnung yon 1%. 

Ergebnisse 
1. Das VerhSltnis AscorbinsSure/DehydroascorbinsSure 

Uber  das Verh~ltnis AS/DAS werden in  der Li te ra tur  sehr unter -  
schiedliche Angaben  gemacht.  BAt~KEI% u n d  MAPso~ (1959) fanden bei 
verschiedenen pflanzlichen Objekten nu r  sehr geringe Mengen yon  DAS 
(in der Gr51~enordnung yon  5 % des TA-Geha]tes),  wi~hrend z.B. SP~ACa 
und  YE~M (1959) bei Erbsenkeiml ingen  einen recht  betri~chtlichen DAS- 
Gehalt  gemessen haben  (etwa 30 % des TA-Gehaltes).  F~AC~XE (1954, 
1957) l and  bei Dunkelke iml ingen  yon Sinapis alba sehr hohe DAS-Werte  
(z. B. ffir 72 Std alte Keimlinge rund  40 % des TA-Wertes).  Diese Angaben  
konn t en  n icht  bes ta t ig t  werden. Abb.  4 zeigt, dab der DAS-Gehal t  yon 

4 Bei Huagss (1956) finder sich kein Itinweis auf die Interaktion zwischen 
Homocystein und DIP w~hrend der ersten 42 sec nach Start der l~eaktion. Wahr- 
scheinlich ist die Extinktionszunahme auf die Bildung eines ,,charge transfer"- 
Komplexes zwischen den beiden I~edoxpartner zuriickzufiihren. 
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S inap i s -Ke iml ingen ,  welehe unter vergleichbaren Bedingungen ange- 
zogen wurden, nur etwa 5- -8  % des TA-Gehaltes ausmacht. Die hohen 
DAS-Werte F~A~KEs dfirften, zumindest partiell, auf einen unzureichen- 
den Oxydationsschutz bei der Aufarbeitung der Keimlinge zurfickzuffih- 
ren sein. _&us der Tabelle 2 wird deutlich, da$ das Zerkleinern der Keim- 
linge in einer Reibschale bei Zimmertemperatur  und Luftzutr i t t  zu einer 
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Abb. 4. Die Abh~ngigkeit des Ascorbins~uregehaltes (o- -o)  und des Dehydroascorbins~turegehaltes 
(D---u) vom Alter bei Dunkelkeimlingen 

Tabelle 2. Vergleich zweier Au/schluflmethoden. Es wurden ]eweils 4real 23 Dunkel- 
keimlinge (72 Std alt) 1. nach dem beschriebenen Homogenisierver/ahren und 2. mit 
1 g Quarzsand und 7 ml Homogenisiergemisch bei Zimmertemperatur /iir 90 sec in 
einem Porzellanm6rser zerrieben. Alle iibrigen Versuchsbedingungen waren gleich 

TA AS DAS % DAS 
n~ol/Keiml,  nMol/Keiml, nB[ol/Keiml. 

1. ,,Ultra-Turrax"-Homogeni- 
sator (Kiihlung, Luftabschlul~) 38,7 36,4 2,3 6 

2. Reibschale (Zimmertempera- 
fur, Luftzutritt) 37,8 31,4 6,4 17 

betr/ichtlichen Oxydation yon AS ffihrt. Alle Daten, welche ohne Beriick- 
sichtigung dieses Sachverhaltes gewonnen wurden, miissen daher, zumin- 



Ascorbinsgure und Dehydroascorbinsgure beim Senfkeimling 165 

dest teilweise, als Artefakte der Aufarbeitung angesehen werden. Es be- 
steht Grund zu der Annahme, dag DAS zumindest in den Keimlingen 
der h6heren Pflanzen nut  in geringer Konzentrat ion vorliegt. 

Auch die yon FRA~X~ erwS~hnte MSgliehkeit, dal~ eine gewisse Menge DAS im 
ruhenden Samen vorliege und wiihrend der ersten Keimungsphase abgebaut werde, 
hat offenbar keine reMe Grundlage. Die Daten yon Abb. 4 sprechen daffir, dab 
Aseorbat erst wghrend der Keimung akkumuliert wird. Es ist denkbar, dag das von 
F~ANKE zur Reduktion des DAS verwendete lieS zusiitzlich andere DIP-reduzie- 
rende Substanzen erzeugt hat, welehe einen h6heren DAS-Gehalt vortguschten 
(vgl. Sr~AGG und u 1959). 

Bei den Dunkelkeimlingen setzen naeh 120--144 Std histolytisehe 
Effekte ein, so dab eine weitere Analyse nieht mehr sinnvoll ist. Arts den 
Daten zur 02-Aufnahme und zum Fet tabbau  (HOCK, K O H ~ R ~  und 
M o ~ ,  1965) ist zu sehliegen, dab bereits naeh 72--96 Std ein ,,Hunger- 
stoffweehsel" einsetzt. Es ist deshalb bemerkenswert, dab der AS-Gehalt  
der Keimlinge noeh his zur 120. Std welter gesteigert wird. 

2. Der Ein/lufi von hellroter und dunkelroter Strahlung 
au/ den Ascorbinsgure- und Dehydroascorbinsguregehalt 

In  Abb. 5 ist die Wirkung yon HR-  und Di{-Dauerbestrahlung auf 
24 Std alte Dunkelkeimlinge dargestellt. Es wird deutlieh, dal3 der AS- 
pool durch beide Lichtqualitgten stark vergr6gert wird, wghrend der 
DAS-pool praktisch keine J~nderung zeigt. Den gleichen Kurvenverlauf  
wie ffir AS erh/ilt man im Prinzip auch ffir die ebenfalls durch Phyto- 
chrom gesteuerte Anthocyansynthese. W/~hrend in diesen F/~llen DR 
fiber den nntersuehten Zeitraum hinweg stets wirksamer als I-Ig ist, 
t reten bei der O~-Auinahme der Keimlinge kompliziertere Verh/iltnisse 
auf. Dort  ist dureh eine zeitliehe Versehiebung der Optimumkurven am 
Anfang eine scheinbare t Iemmung durch H R  und DR zn beobachten 
(HHocK und MoI~R, 1964). Das untersehiedliehe kinetisehe Verhalten von 
AS-Akkumulation und Atmungsgr6Be sprieht daftir, dag kein direkter 
Zusammenhang zwisehen diesen beiden Parametern besteht. 

3. Die Steuerung der Ascorbins~ureaklcumulation dureh Phytochrom 
Die Energie-Effekt-Kurven ffir HI{ und DR (Abb. 6) zeigen das ffir 

eine Phytoehromsteuerung typisehe Verhalten: Die Erh6hung der AS- 
Konzentrat ion kann dureh kurze HR-St6ge induziert werden. So haben 
bereits 2mal 15 sec HI~ eine VergrSl~erung des AS-pools um 25 % des 
Dunkelwertes zur Folge. Die Wirksamkeit  yon DR nimmt erst naeh 
1/ingerer Bestrahlung stark zu. Diese ,,Hoehenergiereaktion" ist naeh 
I-IARTNASX (1966) ebenfalls auf die Funktion des Phytochroms zurfiek- 
zuf/ihren. 

Ein eindeutiger Beweis ffir den steuernden Einflul3 des Phytoehroms 
ist dutch den Naehweis der Revertierbarkeit  des HI{-Effektes dureh 
naehfolgendes DR mSglieh. Die Energie-Effekt-Kurve der Revertierung 
12 P l a n t a  (Berl.), ~d .  69 
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ist in Abb. 7 dargestellt. Man erkennt eine gute ~bereinstimmung zwi- 
schen den Kurven der DR-Wirkung und der Revertierung. Dies ist auf 
Grund der Theorie des Phytoehroms zu erwarten. 

4. Die Beteiligung der Photosynthese am Hellrot-E//ekt 
Von vielen Autoren wird der Lichteinflu6 auf die AS-Konzentration 

in grfinen Pflanzen in einen Zusammenhang mit der Pho~osynthese 
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Abb. 5. Die Wirkung yon hellroter und dunkelroter Dauerbestrahlung auf den Gehalt an Asoorbin- 
s~ure ( - - )  und Dehydroascorbins~ure ( . . . . . . . .  ). Die Keimlinge wurden nach 24 Std Dunkelkeimung 

mit Henrot ( -a-)  bzw. I)unkelrot (--o-) bestrahlt. Dunkelkontrolle: - u -  

gebraeht (z.B. BUKATSCH, 1940/41; MAPSOI% 1962, 1964; MAPSON und 
SWAIn, 1964). Bei DR-bestrahlten Keimlingen kann, zumindest bei einer 
Bestrahlungszeit yon weniger als 12 Std, die Photosynthese genauso wie 
bei etiolierten Keimlingen unberficksiehtigt bleiben, da praktiseh kein 
Chlorolohyll gebfldet wird und sicher kein funktionstfichtiger Photo- 
synthesealoparat vorhanden ist (BERTSCH und MOH~, 1965). Dagegen 
finder bei HR-Bestrahlung eine deutliche Chlorophyllsynthese start, 
und damit ist die MSglichkeit einer Beeinflussung des AS-Gehaltes 
dutch IAcht fiber die Photosynthese gegeben. 
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Falls die Photosynthese an der ErhShung des AS-pools durch HI~ 
beteiligt ist, miiBte ihre Wirksamkeit bei Dauerbestrahlung am stgrksten 
in Erscheinung treten. Dagegen diirfte ihre Wirksamkeit bei einer Serie 
kurzer LiehtstSBe, die tiber den gleichen Zeitraum verteilt werden, zu ver- 
nachl/~ssigen sein. Das Phytochromsystem kann hingegen dutch ein 
ItR-,,Stol3programm" ghnlich beeinflul~t werden wie dutch DauerIieht. 
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Abb. 6. Energie-Effekt-Kurven des Aseorbins~uregehMtes ( - - )  und des Dehydroascorbins~ure- 
gehaltes ( . . . . . .  ) f~ir IcIellrot ( -^-)  uad Dunkelrot (-o-). Bestrahlung 2~ und 48 Std naeh Aussaa~, 

Auswertung 72 Std nach Aussaat 

Auf diese Weise ist es m6glich, den Einflug der beiden Systeme experi- 
menteI1 zu trennen und qu~ntita~iv abzuseh~zen. 

In Abb. 8 ist das Ergebnis dieses Vergleichs dargestellt. Bei AS kSn- 
nen dutch 16 kurze HI%St613e 66 % der Wirkung yon 48 Std Dauerbe- 
strahlung erzielt werden. Wird die Zahl der Liehtst6ge auf die H/~lfte 
reduziert, trit~ nut  eine geringf/igige Verminderung der Wirkung ein. 
Ganz /~hnliche Verh~l~nisse ergeben sich auch ffir die Synthese yon 
Anthocyan. I-Iier sind 59 % der Dauerlichtwirkung durch das Sto6pro- 
gramm ersetzbar. 
12" 
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D]ese Ergebnisse  zeigen, d~13 auch im H R  die Pho tosyn these  n ieht  
zur Deu tung  der  beob~ehte ten  Ph&nomene herangezogen werden k~nn. 
Selbst  bei  einer  Best r~hlung yon  48 S td  is t  h6ehstens  ein Dr i t t e l  der  
Lieh twirkung,  w~hrscheinl ich ]edoeh wesent l ich weniger,  auf eine Betei-  
]igung der  Pho tosyn these  zuriickzuffihren. 

[Feimling l 
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0 . . . . .  ~Fnr~ ;###A#) 
~/# i $ so #, z## zo2#[min] 

Beslrahlungsze/l m/Y DZ 
Abb. 7. Energie-Effekt-Km've der Revertierung einer mit 4 rain ttellrot durchgef(ihrten Induktion der 
Ascorbins~ure~kkumulation durch unmittelbar nachfolgende Dunkekotbestr~hlung. Bestrahlung 24 

und 48 Std nach Aussaat, Auswertung 72 Std n~ch Auss~at. ( - -  Ascol-bins~ure, 
..... Dehydl'o~scorbinsaure, -o- Dunkelrot ~llein, - ~ -  4 rain Itellrot + Dunkelrot) 

5. Die Kineti]c der Ascorbinsiiureaklcumulation im Dunkelrot-Dauerlicht 

Zur  Aufkl~rung des Kausulab laufes  der  Photomorphogenese  k a n n  die 
Kenn tn i s  der  Zei tubhs  der  versehiedenen durch  L ich t  induzier ten  
Re~kt ionen  des Senfkeimlings einen wesent l iehen Bei t rag  liefern. Man 
kann  n~mlich erwar ten ,  dab  sieh die kausale  Abfo]ge der  Einze lschr i t te  
bei  der  Photomorphogenese  in einer zei t l ichen Abfo]ge der  be te i l ig ten  
l~eakt ionen manifes t ier t .  Ffir  derar t ige  Un te r suchungen  ist  dunkel ro tes  
L ich t  besonders  geeignet,  da  es eine zwar  niedrige,  aber  fiber die ganze 
Zeit  hinweg p rak t i sch  kons tan te  K o n z e n t r a t i o n  an P730 einstel l t  (vgl. 
HART~NN,  1966). I n  Abb.  9 is t  die K i n e t i k  der  phy toch rominduz i e r t en  
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AS-Akkumulation dargestellt. Sie zeigt, dab die Vergr6Berung des AS- 
pools spitestens 1--2 Std naeh Lichtbeginn einsetzt,. Dieser Befund ist 
im Zusammenhang mi~ den Kinetiken anderer phytoehromabh/tngiger 
Reaktionen des Senfkeimlings yon entseheidender Bedeutung. 
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Abb. 9. Die ~nderung des Ascorbins&uregehaltes nach dem Einsetzen der Bestr~hlung mit Dunkelrot. 

Alter der Keimlinge bei Bestrahlungsbeginn: 86 Std (o- -o  Dunkelrot, =--n Dunkelkontrolle) 

Diskussion 
Aus den beschriebenen Experimenten geht klar hervor, dab beim 

Senfkeimling die lichtabhs AS-Akkumulation durch Phygochrom 
veranlagt wird. Eine der Fragen, die sich im Anschlu6 an diesen Befund 
unmigtelbar stellen, laute~ : Welche Bedeutung hat die durch Phytochrom 



1 7 0  PETER SCHOPFER: 

induzierte  Anhs  von AS ftir die Pflanze ? Es soll im folgenden ver- 
sucht werden, auf diese Frage eine Antwor t  zu l inden.  

Von verschiedenen Forschern wurden bereits Beitr~ge zum Verst~ndnis der 
physiologischen runktion von AS geliefert. Zum Beispiel hat in neuerer Zeit MAP- 
sos (1962, 1964) mit Hilfe yon Kurzzeitexperimenten die schon frtiher ge~uBerte 
A~micht bekr~ftig% dM3 das AS/DAS-l~edoxsystem eine golle beim Mechanismus 

~el. Einheifen] 

0,5 

/~min HR§ 

Dunke/konfro//e 

Besl/'ah/ungszeif" mi~ DR 
Abb. 10. Energie-Effekt-Kurve der gever t ie rung einer mit  4ra in  }Iellrot durchgeftibxten Indukt ion 
der Anthocyansynthese dutch unmi~telbar nachfolgende Dunkelrotbestrahlumg. Bestrahlung 24 and  

48 Std nach Aussaat, Auswertung 72 Std nach Aussaat. (o--o Dunkelrot allein, 
<}--~ 4 rain Hellrot § Dunkelro0 

der Photosynthese spielt. Es unterliegt hier offenbar einer direkten Kontrolle 
durch Phy~ochrom (MAPso~ und SwAnv, 1964). Far die in der vorliegenden Arbeit 
angeffihrten Experimente zur langfristigen Ver~nderung des AS-pools kann jedoch 
der Photosynthese~pparat aul~er Betracht bleiben. 

Auch mit dem Energiesto~fwechsel der Keimlinge kann die AS nicht in Bezie- 
hung gebracht werden. EinmM sind Atmungssteigerang (vgl. Hock und Mom~, 1964) 
und AS-Akkumulation unter dem Einflu8 yon Phytochrom nicht miteinander 
korreliert, und zum anderen spricht der Befund, dM~ der AS-GehMt der Dunkel- 
keimlinge praktisch bis zum Absterben, das durch Ersch6pfung der Reservestoffe 
eintritt, auf seinem einmal erreichten Niveau erhMten bleibt, gegen einen derartigen 
Zusammenhang (vgl. Abb. 4). 
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Auff/~llig ist dagegen die groBe ~thnliehkeit zwisehen der AS-Akkumu- 
lation und der ebenfalls dureh Phytoehrom gesteuerten Anthoeyansyn- 
these, welehe als typisehe ,,positive" Photomorphose (vgl. MoH~, 1966) 
gelten kann. Vergleieht man die Abbfldungen 7 und 10, so wird die gute 
Ubereinstimmung im Reaktionsverlauf deutlieh (vgl. aueh Abb. 8). In 
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Abb. I 1 ist die Korrelation der Anthocyan-Daten und der AS-Daten ffir 

einige der durehgeffihrten Experimente dargestellt. Bei quadratischer 

Stauehung der Ordinate ergibt sich eine lineare Abh/~ngigkeit, d.h. das 

AusmaB der Anthoeyansynthese steigt quadratiseh mit der phytoehrom- 
induzierten AS-Akkumulation an. 

Diese Befunde legen es nahe, die Erh6hung des AS-pools in eine Beziehnng zum 
Kausalablauf der Photomorphogenese zu bringen. -- Von Morea wurde in diesem Zu- 
sammenhang die Hypothese der differentiellen Genaktivierung zur Besehreibung 
der Wirkungsweise yon Phytochrom herangezogen (Hock und Morn% 1964; Mom~, 
1966). Danach soll P730 mittels einer ,,SignMkette" die Aktivierung ,,potentiell 
aktiver" Gene bewirken, welche ihrerseits Ms Informationstrgger ffir die verschie- 
denen Photomorphosen ihre Information im l~hmen des Gen -~ m-RNS -+ Enzym- 
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Modells realisieren. Die Bildung von P~80, welche sehr wahrscheinlich in jeder Zelle 
des Keimlings in genau derselben Weise abl~uft (FVRVYA und HILL~A~, 1964), hat 
also nur eine auslSsende Funktion, die Spezifit~it der verschiedenen Photomorphosen 
ist bereits vorher ira Rahmen einer ,,prim/iron Differenzierung" im Genom festge- 
legt. Diese ,,primi~re Differenzierung" legt lest, weleher Anteil des Genoms in den 
verschiedenen Ze]ltypen des Keimlings gerade ,,potentiell ak~iv" ist. In der Tat 

/ba/c//ve Eene 

o~t/ve6"ene 
po/en//d/ czA't/~'e G'ene 

PNH 2 - ~ B S S G , ~  AS ~ ~O 2 

Pyrid/nnuc/eo//#/~ #lu/~//7/on//~.'4scop~ L 
PN~ ~2GSH / \DAS'~ ~"H20 

,, 
I 

Abbau 
Abb. 12. E in  !~Iodell zum molekularen Mechanismus  der De-Repr imie rung  yon ,,potentiell a k t i v e n "  

Genen durch Ascorbins~ure (vgl. Text)  

kann man ja bei der Photomorphogenese je nach Zelltyp ganz unterschiedliche 
Reaktionen auf die Bildung yon P~30 hin beobachten. Diese ]-Iypothese erfs eine 
gute Stiitze durch den Befund, dab durch passende Konzentrationen yon Actinomy- 
cin D, welches als spezifischer Hemmstoff der DNS-abhs l~NS-Synthese 
bekannt ist, gewisse Photomorphosen anulliert werden kSnnen (z.B. LARGE und 
Mo~ ,  1965; MolzR, SCttLICK~WnI und LARGE, 1965). - -  Im Prinzip mfiBte die Aus- 
15sung der Photomorphogenese dutch folgende Sehritte gekennzeichnet sein: 

Signalke t te  P~,~o- . . . . . . .  § Genaktivierung ~ Synthese ~ Synthese ) 
yon m-RNS yon Enzymen 

photomorphogenetische Reaktionen. 

Es stellt  sich n u n  die Frage, an welcher Stelle dieser Sequenz die 
AS-Akkumula t ion  e inzuordnen ist. 
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Im  folgenden soll die Auffassnng begrfindet werden, dag die Fnnktion 
der AS im Bereieh der ,,Signalkette" zu suehen ist. Die AS-Akkumula- 
tion wfirde danaeh in Beziehung zur Aktivierung ( =  De-Reprimierung) 
yon Genen stehen. Eine Arbeitshypothese fiber den molekularen Meeha- 
nismus sei hier kurz skizziert (Abb. 12): Eine Erh6hung der AS-Kon- 
zentration in der unmittelbaren Umgebung der Gene ffihrt zu einer 
Spaltung bestimmter DNS-Histon-Komplexe, indem die AS-Anionen 
das Polyanion DNS yon den positiven Ladungsstellen der Histone ver- 
drangen. An den de-reprimierten Genen kann nun die Synthese yon 
m-RNS einsetzen, welehe sehlieBlieh zur photomorphogenetisehen Reak- 
tion des Keimlings fiihrt. Man kann sieh vorstellen, dab die Konzentra- 
tion an AS fiber eine t~edoxkette ahnlieh der ,,Aseorbatatmungskette" 
(vgh BEEVERS, 1961) reguliert wird. Die daffir notwendigen Enzyme 
konnten in vielen Pflanzen naehgewiesen werden. Dadureh ware es m6g- 
lieh, die AS-Konzentration in einem dynamisehen System yon FlieB- 
gleiehgewiehten zu steuern. - -  Man mug sieh darfiber im klaren sein, dab 
dieses Modell das Phs der Genaktivierung nut teilweise besehreibt; 
es bleibt z.B. often, wie die spezi/ische Aktivierung bestimmter Gene zu- 
stande kommt. 

Die Hypothese erfghrt eine Stfitze dureh die Befunde von P~Icn (1964), der 
zeigen konnte, dag bei isolierten Kernen aus Weizenembryonen eine Beeinflussung 
der Genaktivitgt durch AS m6glich ist. Bei Inkubation der Kerne in einem passen- 
den Medium hat AS-Zugabe eine starke Neusynthese yon t~NS zur Folge (Erh6hung 
um 50 % ). Dagegen wird der DNS-Gehalt der Kerne nieht vergndert. Die neusyn- 
thetisierte RNS wird ins Medium abgesehieden und besitzt die Eigenschaften der 
m-I~NS (z.B. kann in einem in vitro-System eine Proteinsynthese induziert werden). 
Neben der m-RNS wird etwa 40 % des basischen Proteins der Kerne ins Medium 
abgesehieden. Die Fghigkeit der Kerne zur RNS-Synthese wird dadureh nieht ver- 
~ndert. DaB in diesem System DAS/s wie AS wirkt, diirfte darauf beruhen, 
dag in den Kernen noeh ausreichend I~eduktionspotential vorhanden ist, um DAS 
zu AS zu reduzieren. 

Ffir die vorgetragene Hypothese sprieht die relativ rasehe ~nderung 
des AS-pools nach Einsetzen yon DE-Bestrahlung (Abb. 9). Die hier ge- 
messene lag-Phase yon etwa 1 Std ist die kfirzeste von allen phytoehrom- 
abhangigen positiven l~eaktionen, welehe bisher beim Senfkeimling 
unter vergleiehbaren Bedingungen untersueht wnrden (z. B. betragt die 
lag-Phase der Anthoeyansynthese 4--5  Std; vgl. MOHR, 1966). - -Wei te r -  
hin kann die Hypothese mit Hilfe yon Aetinomyein D auf ihre Braueh- 
barkeit bin fiberprfift werden. Wenn AS an der Steuerung der Genaktivitat 
beteiligt ist, mfil3te man namlieh erwarten, dab der Phytoehromeinflul~ 
auf den AS-pool dureh Aetinomyein D nieht beeintraehtigt wird. Tat- 
saehlieh ist die AS-Akkumulation in dunkelrot bestrahlten Keimlingen, 
denen Aetinomyein in einer Konzentration appliziert wurde, welehe z.B. 
die Anthoeyansynthese zu 90 % hemmt (10 ~g/ml), praktiseh genauso 
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grol~ wie in den Kontrollkeimlingen ohne Act inomycin  (ScHoPFER, in 
Vorbereitung). 

Wahrseheinlich liel]en sich diese experimentellen Daten  auch anders 
deuten. Die hier vorgetragene Hypothese  - -  Ascorbinss als Endglied 
der , ,Signalkette" - -  scheint jedoeh geeignet, Anregung zu geben fiir 
eine grol~e Zahl yon  Experimenten.  

N immt  man  an, dal~ die AS generell an der Aktivierung yon Genen 
beteiligt ist, laBt sich eine grol3e Zahl experimenteller Befunde zum 
Stoffwechsel der AS in hSheren Pflanzen deuten. Einige Beispiele seien 
hierfiir angefiihrt:  

a) Eine Ffille von I)aten zeigen, dal3 Gewebe mit besonders hoher Zellaktivitat 
(Wachstumszonen, verletzte Gewebe usw.) einen stark erhShten AS-Gehalt (z.B. 
GLICK, 1937 ; REID, 1937, 1941 ; FRA~KE, 1954; JE~S~  und K-~v~JIA~, 1956), eine 
erhShte AS-Oxydaseaktivitat (Nv.WCOMB, 1951 ; I~ERTZ, 1961, 1964) und eine erh6hte 
DAS-Reductaseaktivits (YA~L~GUC~ und JosLY~, 1951 ; CART~.R und PAc~, 1964) 
aufweisen. - -  Auch die starke Zunahme des AS-Gehaltes und der versehiedenen 
Enzyme der AS-Redoxkette in keimenden Samen scheint ein allgemeines Ph~inomen 
zu sein (CHATTOPA])HYAY und BANE~J~V., 1952; MAPSO~ und IVIOVSTA~A, 1956; 
MAY~R, 1958). 

b) Die Umsteuerung yon der vegetativen zur reproduktiven Phase im Vege- 
tationspunkt ist mit einer ErhShung der AS-Konzentration verbunden (C~i~or 
und Mitarb., 1957). 

e) Die wachstumsfSrdernde Wirkung yon Auxinen ist mit einem Anstieg des 
AS-Gehaltes der betreffenden Organe korreliert (To~zI~ und M~RR~, 1961; KEY, 
1962). Es gibt gute Griinde ifir die Annahme, dab Auxine fiber eine Genaktivierung 
wirksam werden (z. B. NooD~.~ und T ~ ,  1963; KEr und SHn~o~, 1964) . -  
Ganz allgemein scheint eine ErhShung der AS-Konzentration bzw. der Aktivitat 
relevanter Enzyme bei solchen Phs eine Ro]le zu spielen, welche auch im 
Zusammenhang mit einer ErhShung der Genaktivit~it diskutiert werden. 

Zusammenfassung 

Der Senfkeimling (Sinapis alba L.) synthetisiert  auch im Dunkeln 
betrs Mengen an Ascorbinss Durch Licht  kann  der Ascorbin- 
ss der Keimlinge stark erhSht werden. Dieser LiehteinfluB ist 
auf die Funkt ion  yon Phy toch rom zuriickzufiihren. Die Photosynthese  
ha t  keinen wesentlichen Anteil an der Liehtwirkung. Die Konzent ra t ion  
an Dehydroascorbinss ist im Verhs zur Ascorbins~turekonzen- 
t ra t ion stets sehr gering (5- -8  % der Konzent ra t ion  an Totalaseorbat)  
und  wird veto Phy toch rom nieht beeinflul~t. 

Wenn  die Funkt ion  yon  Phy toch rom bei den , ,positiven" Photomor-  
phosen unter  dem Aspekt  der differentiellen Genaktivierung (vgl. MOHR, 
1966) be t rachte t  wird, kann  die folgende Arbei tshypothese aufgestellt 
werden:  Die durch Phy toeh rom 730 induzierte Ascorbinsiiureakkumula- 
t ion ffihrt im Bereich yon  ,,potentiell ak t iven"  Genen zu einer Spaltung 
gewisser DNS-His ton-Komplexe.  Dadureh  wird die Synthese yon  m - R N S  
an diesen Genen erm6glicht, was schlieB]ich zur Ausbfldung der ,,posi- 
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t i v e n "  P h o t o m o r p h o s e n  ffihrt .  Die A r g u m e n t e ,  welche zu r  Zei t  ffir eine 
F u n k t i o n  der  Asco rb insgure  bei  der  R e g u l a t i o n  der  G e n a k t i v i t g t  spre- 
chen,  w e r d e n  ku rz  d i sku t i e r t .  

Herrn Prof. Dr. It .  MoJ~ bin ich ffir die Durehsicht des Manuskripts und ffir 
matcrielle und gedankliche F6rderung bei der Durchffihrung dieser Arbeit zu 
groBem Dank verpflichtet. Sie wurde durch Sachbeihilfen der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und der Stiftung Volkswagenwerk (an Prof. Mon~) ermSglicht. 
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