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THE CONTROL BY PHYTOCHROME OF THE CONTENTS OF ASCORBIC
ACID AND DEHYDROASCORBIC ACID IN THE MUSTARD SEEDLING
(SINAPIS ALBA L.)

Swmmary. A dark grown seedling of white seeded mustard (Sinapis alba L.)
contains an appreciable amount of ascorbic acid. The content of ascorbic 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). Phytochrome does not influence this relation.

The lag-phase of the phytochrome induced increase in ascorbic 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.

Thisis the shortest lag-phase we have observed hitherto in the case of “positive”
photoresponses (Mo=r, 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
(MomRr, 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-RNAs at those sites which are lastly responsible for the
initiation of “positive’ photoresponses. — Arguments are briefly considered which
support the view that ascorbic acid exerts a function in connection with the regula-
tion of gene activity.

Einleitung

Ascorbinsdure! scheint ein essentieller Bestandteil zumindest aller
héheren lebendigen Systeme zu sein. Ihr universelles Vorkommen und die
Tatsache, daf sie beim Menschen die Rolle eines Vitamins spielt, hat
schon seit langem das Interesse der Biologen an dieser Substanz geweckt.
Bis heute ist jedoch noch keine umfassende Antwort auf die Frage nach
ihrer molekularen Funktion in der lebendigen Zelle moglich. Der AS-
Gehalt ist bei den potentiell griinen Pflanzen durch Variation einer Reihe

1 Die folgenden Abkiirzungen werden verwendet: AS = 1-Ascorbinsiiure, DAS
= Dehydro-1-Ascorbinsiure, TA = Totalascorbat (= AS - DAS), P.5y = dunkel-

rotabsorbierende Form von Phytochrom, HR = Hellrot, DR = Dunkelrot, DIP =
2,6-Dichlorophenolindophenol.
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von AuBenbedingungen (z. B. Temperatur, CO,-Partialdruck, Nahrstoff-
versorgung) beeinfluBbar. Den auffallendsten Effekt hat jedoch der
AuBenfaktor Licht. Bereits bei REIp (1938) findet 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
zahlreiche Befunde belegt {Zusammenfassung bei IsHERW00D und Maep-
SON, 1962).

Es ist naheliegend, den LichteinfluB in einen Zusammenhang mit der
Photosynthese zu bringen. Dies ist aber offenbar nur bei solchen Objekten
gerechtfertigt, die iber keine gréBeren Stoffwechselreserven verfiigen
und deshalb bei praktisch allen Synthesen letztlich von der Photosynthese
abhingen (vgl. FrRaNKE, 1959). In den letzten Jahren wurde gezeigt, daB
neben der Photosynthese zumindest ein weiteres photochemisches
Reaktionssystem existiert, welches den Stoffwechsel und die Morpho-
genese von potentiell grinen Pilanzen entscheidend beeinflufit (vgl.
Mongr, 1965). Dieses reversible Pigmentsystem ist unter dem Namen
Phytochrom bekannt. Ein erster Hinweis fiir seine Wirksamkeit bei der
Erhohung des AS-Gehaltes ptlanzlicher Zellen wurde durch Ruas (1857)
gegeben, der bei Tradescantiablattern fand, daf vor allem dunkelrotes
Licht einen stark férdernden Effekt hat.

Der EinfluBl des Phytochromsystems auf energieverbrauchende Syn-
thesen kann besonders gut an Objekten studiert werden, bei denen die
Photosynthese nicht als limitierender Faktor in Erscheinung tritt. Diese
Voraussetzung ist z.B. bei Keimlingen von Sinapis alba wihrend der
ersten 3 Tage nach der Aussaat gegeben. Daneben bietet der Senfkeim-
ling den groBen Vorteil, dafl bereits eine Fille von Daten zur Photo-
morphogenese vorliegen (vgl. MouR, 1965, 1966). Dank einer weitgehen-
den Standardisierung der Anzucht- und Bestrahlungsbedingungen ist es
moglich, viele dieser Daten in eine direkte Beziehung miteinander zu
bringen. — Die vorliegende Arbeit hat das Ziel, einen Beitrag zu einer
umfassenden Theorie der durch Phytochrom gesteuerten Photomorpho-
genese, gewonnen am Beispiel des Sentkeimlings, zu liefern.

Material und Methoden

1. Material
Das Samenmaterial von Sinapis alba L. (Botan. Garten Freiburg, Ernte 1963)

stammt aus der 2. Nachzucht einer seit 1957 von Mour und Mitarb. verwendeten,
relativ homogenen Population.

2. Bestrahlungsanlagen
Es wurden die Standardfelder des Instituts fir HR (Apnax = 658 nm, Halbwerts-
breite etwa 20 nm, Intensitdt 750 erg/cm? - sec - 10 % ; vgl. Monr, MeYER und
HartMaNK, 1964) und DR (A5 = 740 nm, Halbwertsbreite etwa 100 nm, Intensi-
tédt 3800 erg/em? - sec 4~ 10 % ; vgl. WEIDNER, JaK0oBS und MoHR, 1965) verwendet.
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3. Ansatz der Versuche

Die im Institut tiblichen Standardbedingungen zur Anzucht von Keimlingen
(auf Chromatographiepapier mit aqua dest., 25,0 4 0,39C; vgl. MoHR, 1966) wurden
strikt eingehalten.

4. Auswertung der Versuche

Von je 25 gemeinsam ausgesidten Keimlingen wurden die 23 gréBten in Homo-
genisiergefaBen (vgl. Abb. 1), welche 7 ml Homogenisiergemisch (2 Teile HPO,-Lo-

Homogenisatorschaft

Dristanzring

Zulerfung fir die
Stickstoffsperre

Homogenisiergerill ——

Distanzring

Schutzmantel
+—Ansatzstutzen

Schneidkapr I o

Abb. 1. Apparatur zum Homogenisieren unter Stickstoifbegasung. Der Homogenisatorschaft wird

durch 2 Distanzringe im Zentrum des HomogenisiergefdfBes gehalten. Der in das Homogenat ein-

tauchende Teil des Schaftes ist mit einem Schutzmante! aus Poly#thylen iiberzogen, um ein Festkleben

von Partikeln zu verhindern. Durch die ,,Stickstoffgperre’ entsteht ein ringfoérmiger Gasstrom iiber

dem Homogenat, der das Eindringen von Luft verhindert. Das Homogenisiergefaf wird durch ein
Athanol/Trockeneisbad (—75° C) gekiihlt

sung [75 mg/ml],2 3 Teile Methanol) enthalten, bei—T75° C eingefroren und mit einem
modifizierten ,,Ultra-Turrax“-Homogenisator (TP 18/2, Janke & Kunkel KG,
Staufen i. Br.) unter Kiihlung (Athanol/Trockeneis-Bad) und N,-Begasung homo-
genisiert (vgl. Abb. 1): Nach dem Einfiihren des Homogenisatorschaftes werden die
Proben 2 min mit einem kriftigen N,-Strom durch den Ansatzstutzen begast. Dann
wird Hahn 1 geschlossen und durch Offnen von Hahn 2 ein ringférmiger Gasstrom
iiber der Probe erzeugt, welcher das Eindringen von Luftsauerstoff verhindert.
Wihrend des Homogenisierens (2 min) steigt die Temperatur der Probe von —75°C
auf —20°C an. Anschliefend werden 10 ml HPO,-Losung [30 mg/ml] zugegeben
und der Homogenisator nochmals kurz eingeschaltet. Nach dem Zentrifugieren

2 Alle Losungen wurden mit aqua bidest hergestellt.
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(10 min, 20 000 x g, 0°C) erhilt man einen klaren Extrakt. Bei dieser Art der Auf-
arbeitung wird eine Oxydation von AS weitgehend vermieden (vgl. BARKER und
Marpsow, 1959). Ein vor dem Homogenisieren zugesetzter Standard von AS und
DAS wird im Extrakt innerhalb der Fehlergrenzen quantitativ wiedergefunden
(Tabelle 1).

Tabelle 1. Wiederfinden eines Gemisches von AS wnd DA4S, das zu Ketmlingen vor

dem Homogenisieren zugesetzt wurde. Alter der Keimlinge: 72 Std. Die Hellrot-

Keimlinge wurden 24 Std im Dunkeln gehalten und dann fir 48 Std bestrahlt. Alle
Werte sind in der Binheit nMol/Keimling angegeben

I I ITT Vom Standard
Standard Keimlinge Standard wiedergefunden
-+ Keimlinge  (I11—1I)

A. Dunkelkeimlinge

TA 55 37+1 93+1 56
AS 35 361 7041 34
DAS 20 1 23 22
B. Hellrot-Keimlinge

TA 244 0,1 7843 1074+ 3 29
AS 22403 7543 101-+3 26
DAS 2 3 6 3

5. Analytische Bestimmungen

a) Ascorbinsdure- Bestimmung. Im Prinzip wurde nach dem photometrischen
Verfahren von BEssgv (1938) verfahren: Mit einem direkt anzeigenden Eppendorf-
Photometer (Netheler & Hinz, Hamburg) wird die reduktive Entfirbung von DIP
durch AS gemessen (578 nm-Hg-Linie, 4 cm-Cuvetten, Cuvettenhalter auf 20°C
temperiert). Zur Messung werden 5 ml Citratpuffer [400 mg/ml Citronensiure;
180 mg/ml] Na,HPO, - 12 H,0; pH 2,1] und 3 ml Extrakt in der Cuvette gemischt
und 1 m] DIP-Losung [150 ng/ml] mit einer kalibrierten MeBspritze rasch zugege-
ben. Der Cuvetteninhalt (pH 2,3—2,5) wird mit einem Kunststoffloffelchen gut
durchmischt. 40 sec (Ey} und 80 sec (Ey,) nach DIP-Zugabe wird der Extinktions-
wert abgelesen. Anschlieflend wird mit einer Spur kristalliner AS das DIP vollstin-
dig entfirbt und die Extinktion (Eg) abgelesen. Zu jeder MeBserie wird ein Leer-
wert (AXEyp) mit Leerextrakt (reines Losungsmittel) anf dieselbe Weise bestimmt.
Die durch den AS-Gehalt der Probe hervorgerufene Entfarbung des DIP entspricht
dann der Extinktionsinderung A Ep g = A B, + Eg + Ey—2E,,. Durch diese Artder
Bestimmung kann die durch Zerstérung des DIP bei niedrigem pH-Wert bedingte,
lineare Drift der Extinktion {vgl. Abb. 38} eliminiert werden. Mit Hilfe einer Eich-
kurve (Abb. 2) wird der AS-Gehalt in der Einheit nMol AS pro Keimling berechnet.

b) Totalascorbat- Bestimmung. Nach HucHEs (1956) kann DAS mit einem Uber-
schufl an Homocystein quantitativ zu AS reduziert werden. Die anschlieBende Be-
stimmung von AS wird nicht gestért, da bei pH 2,5 die Reduktion von DIP durch
Homocystein erst 40—50 sec nach dem Start der Reaktion einsetzt. Zu je 5 ml
Extrakt werden 1,7 ml Homocysteinlésung [2 mg/ml]® zugegeben und mit 1,2 ml
K,HPO, - 3 H,0-Lésung [560 mg/ml| der pH-Wert auf 7,0 eingestellt. Die Proben
bleiben 60—90 min bei Zimmertemperatur stehen. AnschlieBend wird mit 3 ml

3 Light and Co. Ltd., Colnbrook, England.



162 PETER SCHOPFER:

dieses Ansatzes wie bei der AS-Bestimmung verfahren. Verursacht vom Homo-
cystein, beobachtet man bei dieser Bestimmung eine andere Extinktionskinetik.
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Abb. 2. Eichkurve der Ascorbinsfiure-Bestimmung (o—o)und der Totalascorbat-Bestimmung (e—e)
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Abb. 8. Anderungen der Extinktion bei der Ascorbinsiure-Bestimmung (o—o) und der Total-

ascorbat-Bestimmung (e—s) bei verschiedenen Dichlorophenolindophenocl-Konzentrationen (160,
120, 80, 40 pg/ml)
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Der auf DIP-Zerstorung beruhenden Drift ist eine weitere Reaktion tberlagert,
welche die Extinktion wihrend der ersten 42 sec geringfiigig erhoht (Abb.3)4. An-
schliefend fillt die Extinktion stark ab, da sich die Reduktion des Farbstoffes
durch Homoeystein bemerkbar macht. Zur Berechnung wird der Gipfelwert (Epax)
der Kurve beniitzt. Er wird bei 20° C Cuvettentemperatur nach 43—44 sec erreicht.
Nach Entfirbung des DIP mit einer Spur kristalliner AS wird die Restextinktion
(Eg) gemessen. Analog zur AS-Bestimmung wird auch hier mit Leerextrakt ein
Leerwert (4 Ey) bestimmt. Die durch TA hervorgerufene Extinktionsinderung ist
dann A By = A4 Ep, 4 BEg—Epyax. Die auf dieser Basismit DAS-Standard bestimmte
Eichkurve (Abb. 2) ist ebenfalls strikt linear. Sie hat jedoch im Vergleich zur AS-
Eichkurve eine etwas groflere Steigung. Der Wert fiir TA ist der gleiche, wenn der
Standard AS, DAS oder eine beliebige Mischung beider enthilt. Der TA-Gebalt
wird in der Einheit nMol TA pro Keimling berechnet. Der DAS-Gehalt ergibt sich
durch die Subtraktion des AS-Gehaltes vom TA-Gehalt. Durch Borat kann DAS
spezifisch zerstort werden (Huzrriv, 1949; HucrErs, 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 angeschen
werden.

¢) Anthocyanbestimmung. Die Restextinktion des Ansatzes nach der totalen
Entfirbung von DIP geht auf die Anwesenheit von Anthocyan im Extrakt zuriick.
Daher kann bei der AS-Bestimmung die um Eg des Leerwertes korrigierte Rest-
extinktion der Proben als MaB fiir den relativen Anthocyangehalt verwendet wer-
den. Das Lambert-Beersche Gesetz erweist sich als exakt giiltig. Da keine Korrektur
fur die Streuung durchgefithrt wurde, weisen die Dunkelkontrollen relativ hohe
Extinktionswerte auf.

d) Fehlerermittlung. Fiir jeden Kurvenpunkt wurden 4—8 unabhéingige Analysen
von je 23 Keimlingen durchgefithrt. Die in manchen Tabellen und Abbildungen
angegebenen Fehlerschranken beziehen sich auf die Schétzung des einfachen
mittleren Fehlers des arithmetischen Mittels. Sie wurden mit Hilfe der Wissen-
schaftlichen Tabellen, Documenta Geigy (1960} als Bruchteil des mittleren Extrem-
bereiches berechnet. Der methodische Fehler (Aufarbeitung und Analyse) fir
4 Proben liegt in der Gréflenordnung von 1 %.

Ergebnisse

1. Das Verhdltnis Ascorbinsdure/Dehydroascorbinsiure

Uber das Verhiltnis AS/DAS werden in der Literatur sehr unter-
schiedliche Angaben gemacht. BARKER und Mapsox (1959) fanden bei
verschiedenen pflanzlichen Objekten nur sehr geringe Mengen von DAS
(in der GroBenordnung von 5 % des TA-Gehaltes), wihrend z. B. Serace
und YEMM (1959) bei Erbsenkeimlingen einen recht betréchtlichen DAS-
Gehalt gemessen haben (etwa 30 % des TA-Gehaltes). Frankr (1954,
1957) fand bei Dunkelkeimlingen von Sinapis alba sehr hohe DAS-Werte
(z.B. fiir 72 Std alte Keimlinge rund 40 % des TA-Wertes). Diese Angaben
konnten nicht bestétigt werden. Abb. 4 zeigt, daBl der DAS-Gehalt von

* Bei Hucres (1956) findet sich kein Hinweis auf die Interaktion zwischen
Homocystein und DIP wihrend der ersten 42 sec nach Start der Reaktion. Wahr-
scheinlich ist die Extinktionszunahme auf die Bildung eines ,,charge transfer‘-
Komplexes zwischen den beiden Redoxpartner zuriickzufiihren.
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Sinapis-Keimlingen, welche unter vergleichbaren Bedingungen ange-
zogen wurden, nur etwa 5—8 % des TA-Gehaltes ausmacht. Die hohen
DAS-Werte Fravkes diirften, zumindest partiell, auf einen unzureichen-
den Oxydationsschutz bei der Aufarbeitung der Keimlinge zuriickzufiih-
ren sein, Aus der Tabelle 2 wird deutlich, dafl das Zerkleinern der Keim-
linge in einer Reibschale bei Zimmertemperatur und Luftzutritt zu einer
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Abb. 4. Die Abhéngigkeit des Ascorbinsiuregehaltes (c—=n) und des Dehydroascorbinsiuregehaltes
(z---n) vom Alter bei Dunkelkeimlingen

Tabelle 2. Vergleich zweier Aufschlufmethoden. Es wurden jeweils 4mal 23 Dunkel-
keimlinge (72 Std alt) 1.nach dem beschriebenen Homogenisierverfahren wnd 2. mit
1g Quarzsand und 7 ml Homogenisiergemisch bei Zimmertemperatur fir 90 sec in
einem Porzellanmérser zerrieben. Alle iibrigen Versuchsbedingungen waren gleich

TA AS DAS % DAS
nMol/Keiml. nMol/Keiml. nMol/Keiml.

1. ,,Ultra-Turrax ‘-Homogeni-

sator (Kiihlung, Luftabschlufl) 38,7 36,4 2,3 6
2. Reibschale (Zimmertempera-
tur, Luftzutritt) 37,8 31,4 6,4 17

betrichtlichen Oxydation von AS fiihrt. Alle Daten, welche ohne Beriick-
sichtigung dieses Sachverhaltes gewonnen wurden, miissen daher, zumin-
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dest teilweise, als Artefakte der Aufarbeitung angesehen werden. Es be-
steht Grund zu der Annahme, daB DAS zumindest in den Keimlingen
der héheren Pflanzen nur in geringer Konzentration vorliegt.

Auch die von Fravke erwihnte Moglichkeit, dal eine gewisse Menge DAS im
ruhenden Samen vorliege und wihrend der ersten Keimungsphase abgebaut werde,
hat offenbar keine reale Grundlage. Die Daten von Abb. 4 sprechen dafiir, daB
Ascorbat erst wihrend der Keimung akkumuliert wird. Es ist denkbar, dafl das von
FrankE zur Reduktion des DAS verwendete H,S zusitzlich andere DIP-reduzie-
rende Substanzen erzeugt hat, welche einen hoheren DAS-Gehalt vortduschten
(vgl. SeraGe und YEMM, 1959).

Bei den Dunkelkeimlingen setzen nach 120—144 Std histolytische
Effekte ein, so daf} eine weitere Analyse nicht mehr sinnvoll ist. Aus den
Daten zur O,-Aufnahme und zum Fettabbau (Hock, KUENERT und
Momugr, 1965) ist zu schlieflen, daB bereits nach 72—96 Std ein ,,Hunger-
stoffwechsel‘‘ einsetzt. Es ist deshalb bemerkenswert, dafl der AS-Gehalt
der Keimlinge noch bis zur 120. Std weiter gesteigert wird.

2. Der Einfluf von hellroter und dunkelroter Strahlung
auf den Ascorbinsdure- und Dehydroascorbinsiuregehalt
In Abb. 5 ist die Wirkung von HR- und DR-Dauerbestrahlung auf
24 Std alte Dunkelkeimlinge dargestellt. Es wird deutlich, dafl der AS-
pool durch beide Lichtqualititen stark vergroBert wird, wahrend der
DAS-pool praktisch keine Anderung zeigt. Den gleichen Kurvenverlauf
wie fiir AS erbélt man im Prinzip auch fir die ebenfalls durch Phyto-
chrom gesteuerte Anthocyansynthese. Wihrend in diesen Fillen DR
iber den untersuchten Zeitraum hinweg stets wirksamer als HR ist,
treten bei der O,-Aufnahme der Keimlinge kompliziertere Verbaltnisse
auf. Dort ist durch eine zeitliche Verschiebung der Optimumkurven am
Anfang eine scheinbare Hemmung durch HR und DR zu becbachten
(Hock und MoHR, 1964). Das unterschiedliche kinetische Verhalten von
AS-Akkumulation und AtmungsgréBe spricht dafiir, daB kein direkter
Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern besteht.

3. Die Steuerung der Ascorbinsiureakkumulation durch Phytochrom

Die Energie-Effekt-Kurven fiir HR und DR (Abb. 6) zeigen das fir
eine Phytochromsteuerung typische Verhalten: Die Erhohung der AS-
Konzentration kann durch kurze HR-St68e induziert werden. So haben
bereits 2mal 15 sec HR eine VergroBerung des AS-pools um 25 % des
Dunkelwertes zur Folge. Die Wirksamkeit von DR nimmt erst nach
langerer Bestrahlung stark zu. Diese ,,Hochenergiereaktion ist nach
HarTMaNN (1966) ebenfalls auf die Funktion des Phytochroms zuriick-
zufithren.

Ein eindeutiger Beweis fiir den steuernden Einflul des Phytochroms
ist durch den Nachweis der Revertierbarkeit des HR-Effektes durch
nachfolgendes DR moglich. Die Energie-Effekt-Kurve der Revertierung
12 Planta (Berl), Bd. 69
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ist in Abb. 7 dargestellt. Man erkennt eine gute Ubereinstimmung zwi-
schen den Kurven der DR-Wirkung und der Revertierung. Dies ist auf
Grund der Theorie des Phytochroms zu erwarten.

4. Die Beteiligung der Photosynthese am Hellrot-Effekt
Von vielen Autoren wird der LichteinfluBl auf die AS-Konzentration
in griinen Pflanzen in einen Zusammenhang mit der Photosynthese

[ nMol
Keimling

700,
|

8
:

8
=

3
,

3

3
;

S

Licht

Ascorbinsiure-bzw. Dehydroascorbinsiuregehalt
3 Qo
Y

N
S
G

6 o 72

a 24 o
Alfer der Keimiinge
Abb. 5. Die Wirkung von hellroter und dunkelroter Dauerbestrahlung auf den Gehalt an Ascorbin-
siure (——) und Dehydroascorbinsaure (-------- ). Die Keimlinge wurden nach 24 8td Dunkelkeimung

mit Hellrot (—a—) bzw. Dunkelrot (~o-) bestrahlt. Dunkelkontrolle: —o—

gebracht (z.B. BurarscH, 1940/41; Mapsox, 1962, 1964; Mapsox und
Swarn, 1964). Bei DR-bestrahlten Keimlingen kann, zumindest bei einer
Bestrahlungszeit von weniger als 12 Std, die Photosynthese genauso wie
bei etiolierten Keimlingen unberiicksichtigt bleiben, da praktisch kein
Chlorophyll gebildet wird und sicher kein funktionstiichtiger Photo-
syntheseapparat vorhanden ist (BErRrscm und MomHR, 1965). Dagegen
findet bei HR-Bestrahlung eine deutliche Chlorophyllsynthese statt,
und damit ist die Moglichkeit einer Beeinflussung des AS-Gehaltes
durch Licht dber die Photosynthese gegeben.
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Falls die Photosynthese an der Erhohung des AS-pools durch HR
beteiligt ist, miifite ihre Wirksamkeit bei Dauerbestrahlung am stirksten
in Erscheinung treten. Dagegen diirfte thre Wirksamkeit bei einer Serie
kurzer Lichtst6Be, die tiber den gleichen Zeitraum verteilt werden, zu ver-
nachléissigen sein. Das Phytochromsystem kann hingegen durch ein
HR-,,Stolprogramm® dhalich beeinflult werden wie durch Dauerlicht.

nMal
Keimling

00 {

90t

801
AR

Vs DR

Ascorbinsdure~ bzw. Dehydroascorbinsduregehalt
€8
<

o Dunketkontrolle AS)
40}
3ar
20
i Dunkelkontralle (045)

.:_-_-'8:;s~—;..6'_'_—‘_'_':—€‘:é—‘.—‘—uﬁ=ﬁ: o :i:—::gi‘%~%—

I

YT 5 s 25 02i Daverbe-
Bestrohlungszert min]  strabiung

Abb. 6. Energie-Effekt-Kurven des Ascorbinsiuregehaltes (——) und des Dehydroascorbinsiure-
gehaltes (---—-- ) fiir Hellrot (—a—) und Dunkelrot (—o—). Bestrahlung 24 und 48 Std nach Aussaat,
Auswertung 72 Std nach Aussaat

Auf diese Weise ist es moglich, den EinfluBl der beiden Systeme experi-
mentell zu trennen und quantitativ abzuschitzen.

In Abb. 8 ist das Ergebnis dieses Vergleichs dargestellt. Bei AS kon-
nen durch 16 kurze HR-StoB8e 66 % der Wirkung von 48 Std Dauerbe-
strahlung erzielt werden. Wird die Zahl der Lichtst6Be auf die Halfte
reduziert, tritt nur eine geringfiigige Verminderung der Wirkung ein.
Ganz dhnliche Verhaltnisse ergeben sich auch fiir die Synthese von
Anthocyan. Hier sind 59 % der Dauerlichtwirkung durch das StoBpro-
gramm ersetzbazr.

12*
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Diese Ergebnisse zeigen, daf auch im HR die Photosynthese nicht
zur Deutung der beobachteten Phénomene herangezogen werden kann.
Selbst bei einer Bestrahlung von 48 Std ist hochstens ein Drittel der
Lichtwirkung, wahrscheinlich jedoch wesentlich weniger, auf eine Betei-
ligung der Photosynthese zuriickzufiihren.
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Abb. 7. Energie-Effekt-Kurve der Revertierung einer mit 4 min Hellrot durchgefiihrten Induktion der
Ascorbinsdureakkumulation durch unmittelbar nachfolgende Dunkelrotbestrahlung. Bestrahlung 24
und 48 Std nach Aussaat, Auswertung 72 Std nach Aussaat. (—— Ascorbinsiure,

----- Dehydroascorbinsiure, ~o— Dunkelrot allein, —{— 4 min Hellrot + Dunkelrot)

3. Die Kinetik der Ascorbinsdureakkumulation im Dunkelrot- Dauerlicht

Zur Aufklirung des Kausalablaufes der Photomorphogenese kann die
Kenntnis der Zeitabhingigkeit der verschiedenen durch Licht induzierten
Reaktionen des Senfkeimlings einen wesentlichen Beitrag liefern. Man
kann niamlich erwarten, daB sich die kausale Abfolge der Einzelschritte
bei der Photomorphogenese in einer zeitlichen Abfolge der beteiligten
Reaktionen manifestiert. Fir derartige Untersuchungen ist dunkelrotes
Licht besonders geeignet, da es eine zwar niedrige, aber iiber die ganze
Zeit hinweg praktisch konstante Konzentration an Py, einstellt (vgl.
HarrMaNw, 1966). In Abb.9 ist die Kinetik der phytochrominduzierten



Ascorbinséure und Dehydroascorbinséure beim Senfkeimling 169

AS-Akkumulation dargestellt. Sie zeigt, daf die VergroBerung des AS-
pools spitestens 1—2 Std nach Lichtbeginn einsetzt. Dieser Befund ist
im Zusammenhang mit den Kinetiken anderer phytochromabhéingiger
Reaktionen des Senfkeimlings von entscheidender Bedeutung.
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Abb. 8. Der EinfluB eines Hellrot-StoBprogramomes auf die Konzentrationen von Ascorbinsiure,
Dehydroascorbinsiure und Anthocyan. Die Bestrahlung erfolgte in regelmafBigen Absténden zwischen
24 und 72 $td nach Aussaat, die Auswertung erfolgte anschlieBend
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Abb. 9. Die Anderung des Ascorbinsiuregehaltes nach dem Einsetzen der Bestrahlung mit Dunkelrot.
Alter der Keimlinge bei Bestrahlungsheginn: 36 Std (o—o Dunkelrot, o——o Dunkelkontrolle)

Diskussion
Aus den beschriebenen Experimenten geht klar hervor, daB beim
Senfkeimling die lichtabhingige AS-Akkumulation durch Phytochrom
veranlaBBt wird. Eine der Fragen, die sich im Anschlufl an diesen Befund
unmittelbar stellen, lautet: Welche Bedeutung hat die durch Phytochrom
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induzierte Anhdufung von AS fir die Pflanze ? Es soll im folgenden ver-
sucht werden, auf diese Frage eine Antwort zu finden.

Von verschiedenen Forschern wurden bereits Beitriige zum Verstdndnis der
physiologischen Funktion von AS geliefert. Zum Beispiel hat in neuerer Zeit Ma®-
SON (1962, 1964) mit Hilfe von Kurzzeitexperimenten die schon frither geduflerte
Ansicht bekriftigt, daB das AS/DAS-Redoxsystem eine Rolle beim Mechanismus
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der Photosynthese spielt. Es unterliegt hier offenbar einer direkten Kontrolle
durch Phytochrom (Mapsox und Swaix, 1964). Fiir die in der vorliegenden Arbeit
angetithrten Experimente zur langfristigen Veréinderung des AS-pools kann jedoch
der Photosyntheseapparat aufler Betracht bleiben.

Auch mit dem Energiestoffwechsel der Keimlinge kann die AS nicht in Bezie-
hung gebracht werden. Einmal sind Atmungssteigerung (vgl. Hock und Mo=R, 1964)
und AS-Akkumulation unter dem EinfluB von Phytochrom nicht miteinander
korreliert, und zum anderen spricht der Befund, daff der AS-Gehalt der Dunkel-
keimlinge praktisch bis zum Absterben, das durch Erschopfung der Reservestoffe
eintritt, auf seinem einmal erreichten Niveau erhalten bleibt, gegen einen derartigen
Zusammenhang (vgl. Abb. 4).
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Auffallig ist dagegen die groBe Ahnlichkeit zwischen der AS-Akkumu-
lation und der ebenfalls durch Phytochrom gesteuerten Anthocyansyn-
these, welche als typische ,,positive’ Photomorphose (vgl. Mour, 1966)
gelten kann. Vergleicht man die Abbildungen 7 und 10, so wird die gute
Ubereinstimmung im Reaktionsverlauf deutlich (vgl. auch Abb. 8). In
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Abb. 11, Die Korrelation zwischen Anthocyansynthese und Ascorbinsiurezunahme unter dem Ein-

fluB von Phytochrom. Ordinate quadratisch transformiert. Die Daten stammen aus den Experimenten
der Abb. 5 und 6. (o Dunkelrot, a Hellrot, o Dunkelkontrolle)

Abb.11 ist die Korrelation der Anthocyan-Daten und der AS-Daten fiir
einige der durchgefiihrten HExperimente dargestellt. Bei quadratischer
Stauchung der Ordinate ergibt sich eine lineare Abhingigkeit, d.h. das
Ausmal} der Anthocyansynthese steigt quadratisch mit der phytochrom-
induzierten AS-Akkumulation an.

Diese Befunde legen es nahe, die Erh6hung des AS-pools in eine Beziehung zum
Kausalablauf der Photomorphogenese zu bringen. — Von Mosr wurde in diesem Zu-
sammenhang die Hypothese der differentiellen Genaktivierung zur Beschreibung
der Wirkungsweise von Phytochrom herangezogen (Hook und Monr, 1964; MosR,
1966). Danach soll Py, mittels einer ,,Signalkette* die Aktivierung ,,potentiell
aktiver” Gene bewirken, welche ihrerseits als Informationstriger fiir die verschie-
denen Photomorphosen ihre Information im Rahmen des Gen —m-RNS — Enzym-
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Modells realisieren. Die Bildung von P,,,, welche sehr wahrscheinlich in jeder Zelle
des Keimlings in genau derselben Weise abliuft (FurRUYA und Hiurmax, 1964), hat
also nur eine auslésende Funktion, die Spezifitéit der verschiedenen Photomorphosen
ist bereits vorher im Rahmen einer ,,priméren Differenzierung® im Genomn festge-
legt. Diese ,,primére Differenzierung® legt fest, welcher Anteil des Genoms in den
verschiedenen Zelltypen des Keimlings gerade ,,potentiell aktiv* ist. In der Tat

Inoktive Gene

/ aktive Gene

pofen;‘/e// oktive Gene

Synthese
P e
/
PNH,, GSSG
P)’r/d/muc/eo%ufaf/z/Xs&mﬁgX
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Abb.12. Ein Modell zum molekularen Mechanismus der De-Reprimierung von ,,potentiell aktiven‘:
Genen durch Ascorbinsdure (vgl. Text)

kann man ja bei der Photomorphogenese je nach Zelltyp ganz unterschiedliche
Reaktionen auf die Bildung von P,y hin beobachten. Diese Hypothese erfahrt eine
gute Stiitze durch den Befund, dafl durch passende Konzentrationen von Actinomy-
cin D, welches als spezifischer Hemmstoff der DNS-abhidngigen RNS-Synthese
bekannt ist, gewisse Photomorphosen anulliert werden koénnen (z.B. LANGE und
Mo=R, 1965; MonR, ScHLICKEWEI und LaANGE, 1965). — Im Prinzip miifite die Aus-
I6sung der Photomorphogenese durch folgende Schritte gekennzeichnet sein:

Signalkett
i > Genaktivierung — Synthese __,  Synthese
von m-RNS von Enzymen

photomorphogenetische Reaktionen.

Es stellt sich nun die Frage, an welcher Stelle dieser Sequenz die
AS-Akkumulation einzuordnen ist.
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Im folgenden soll die Auffassung begriindet werden, daf§ die Funktion
der AS im Bereich der ,,Signalkette* zu suchen ist. Die AS-Akkumula-
tion wiirde danach in Beziehung zur Aktivierung (= De-Reprimierung)
von Genen stehen. Eine Arbeitshypothese tiber den molekularen Mecha.-
nismus sei hier kurz skizziert (Abb. 12): Eine Erhéhung der AS-Kon-
zentration in der unmittelbaren Umgebung der Gene filbrt zu einer
Spaltung bestimmter DNS-Histon-Komplexe, indem die AS-Anionen
das Polyanion DNS von den positiven Ladungsstellen der Histone ver-
dringen. An den de-reprimierten Genen kann nun die Synthese von
m-RNS einsetzen, welche schlieBlich zur photomorphogenetischen Reak-
tion des Keimlings fithrt. Man kann sich vorstellen, dal die Konzentra-
tion an AS iiber eine Redoxkette dhnlich der ,,Ascorbatatmungskette
(vgl. BeEEVERS, 1961) reguliert wird. Die dafiir notwendigen Enzyme
konnten in vielen Pflanzen nachgewiesen werden. Dadurch wiire es mog-
lich, die AS-Konzentration in einem dynamischen System von FlieB-
gleichgewichten zu steuern. — Man muB sich dariber im klaren sein, dal
dieses Modell das Phénomen der Genaktivierung nur teilweise beschreibt;
es bleibt z. B. offen, wie die spezifische Aktivierung bestimmter Gene zu-
stande kommt.

Die Hypothese erfahrt eine Stiitze durch die Befunde von Price (1964), der
zeigen konnte, daB bei isolierten Kernen aus Weizenembryonen eine Beeinflussung
der Genaktivitdt durch AS moglich ist. Bei Inkubation der Kerne in einem passen-
den Medium hat AS-Zugabe eine starke Neusynthese von RNS zur Folge (Erhéhung
um 50 %). Dagegen wird der DNS-Gehalt der Kerne nicht verdndert. Die neusyn-
thetisierte RNS wird ins Medium abgeschieden und besitzt die Eigenschaften der
m-RNS (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
abgeschieden. Die Fihigkeit der Kerne zur RNS-Synthese wird dadurch nicht ver-
indert. DaB in diesem System DAS dhnlich wie AS wirkt, diirfte darauf beruhen,
daB in den Kernen noch ausreichend Reduktionspotential vorhanden ist, um DAS
zu AS zu reduzieren.

Fiir die vorgetragene Hypothese spricht die relativ rasche Anderung
des AS-pools nach Einsetzen von DR-Bestrahlung (Abb. 9). Die hier ge-
messene lag-Phase von etwa 1 Std ist die kiirzeste von allen phytochrom-
abhéngigen positiven Reaktionen, welche bisher beim Senfkeimling
unter vergleichbaren Bedingungen untersucht wurden (z.B. betrigt die
lag-Phase der Anthocyansynthese 4—5 Std; vel. Mougr, 1966). — Weiter-
hin kann die Hypothese mit Hilfe von Actinomycin D auf ihre Brauch-
barkeit hin tiberpriift werden. Wenn AS an der Steuerung der Genaktivitit
beteiligt ist, miite man ndmlich erwarten, daB der Phytochromeinflul
auf den AS-pool durch Actinomycin D nicht beeintrichtigt wird. Tat-
sdchlich ist die AS-Akkumulation in dunkelrot bestrahlten Keimlingen,
denen Actinomyecin in einer Konzentration appliziert wurde, welche z.B.
die Anthocyansynthese zu 90 % hemmt (10 ug/ml), praktisch genauso
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groB3 wie in den Kontrollkeimlingen ohne Actinomycin (ScHOPFER, in
Vorbereitung).

Wahrscheinlich liefien sich diese experimentellen Daten auch anders
deuten. Die hier vorgetragene Hypothese — Ascorbinsdure als Endglied
der ,,Signalkette* — scheint jedoch geeignet, Anregung zu geben fiir
eine groBle Zahl von Experimenten.

Nimmt man an, dalB} die AS generell an der Aktivierung von Genen
beteiligt ist, 140t sich eine groBe Zahl experimenteller Befunde zum
Stoffwechsel der AS in hoheren Pflanzen deuten. Einige Beispiele seien
hierfiir angefithrt:

a) Eine Fille von Daten zeigen, dafl Gewebe mit besonders hoher Zellaktivitit
(Wachstumszonen, verletzte Gewebe usw.) einen stark erhhten AS-Gehalt (z.B.
GLICK, 1937; REID, 1937, 1941 ; FRANKE, 1954 ; JENSEN und KAVALIIAN, 1956), eine
erhohte AS-Oxydaseaktivitit (NEwcoms, 1951 ; MErTZ, 1961, 1964) und eine erhéhte
DAS-Reductaseaktivitit (Y amagucrr und JosLyw, 1951 ; CARTER und Pacg, 1964)
aufweisen. — Auch die starke Zunahme des AS-Gehaltes und der verschiedenen
Enzyme der AS-Redoxkette in keimenden Samen scheint ein allgemeines Phinomen
zu sein (CHATTOPADHYAY und BANERJEE, 1952; Mapson und Movustara, 1956;
MaveEr, 1958).

b) Die Umsteuerung von der vegetativen zur reproduktiven Phase im Vege-
tationspunkt ist mit einer Erhohung der AS-Konzentration verbunden (Cminoy
und Mitarb., 1957).

¢) Die wachstumsfordernde Wirkung von Auxinen ist mit einem Anstieg des
AS-Gehaltes der betreffenden Organe korreliert (Tonzig und MARRE, 1961; KEv,
1962). Es gibt gute Griinde far die Annahme, daB Auxine tiber eine Genaktivierung
wirksam werden (z.B. NoopEN und THIMANN, 1963; KEy und SHANNON, 1964). —
Ganz allgemein scheint eine Erhéhung der AS-Konzentration bzw. der Aktivitit
relevanter Enzyme bei solchen Phénomenen eine Rolle zu spielen, welche auch im
Zusammenhang mit einer Erhohung der Genaktivitit diskutiert werden.

Zusammentassung

Der Senfkeimling (Sinapis alba L.) synthetisiert auch im Dunkeln
betrichtliche Mengen an Ascorbinsdure. Durch Licht kann der Ascorbin-
saure-Gehalt der Keimlinge stark erhoht werden. Dieser LichteinfluB ist
auf die Funktion von Phytochrom zuriickzufithren. Die Photosynthese
hat keinen wesentlichen Anteil an der Lichtwirkung. Die Konzentration
an Dehydroascorbinsure ist im Verhéltnis zur Ascorbinsdurekonzen-
tration stets sehr gering (5—8 % der Konzentration an Totalascorbat)
und wird vom Phytochrom nicht beeinflufit.

Wenn die Funktion von Phytochrom bei den ,,positiven‘‘ Photomor-
phosen unter dem Aspekt der differentiellen Genaktivierung (vgl. Mo=R,
1966) betrachtet wird, kann die folgende Arbeitshypothese aufgestellt
werden: Die durch Phytochrom 730 induzierte Ascorbinsdureakkumula-
tion fithrt im Bereich von ,,potentiell aktiven Genen zu einer Spaltung
gewisser DNS-Histon-Komplexe. Dadurch wird die Synthese von m-RNS

an diesen Genen erméglicht, was schlieBlich zur Ausbildung der ,,posi-
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tiven** Photomorphosen fithrt. Die Argumente, welche zur Zeit fiir eine
Funktion der Ascorbinsiure bei der Regulation der Genaktivitit spre-
chen, werden kurz diskutiert.

Herrn Prof. Dr. H. MoHR bin ich fir die Durchsicht des Manuskripts und fir
materielle und gedankliche Forderung bei der Durchfithrung dieser Arbeit zu
grofem Dank verpflichtet. Sie wurde durch Sachbeihilfen der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft und der Stiftung Volkswagenwerk (an Prof. MoHR) ermdoglicht.
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