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To prove the extent to which the endocyanelle of C. paradoxa is autonomous with respect to
the biosynthesis of its photosynthetic pigments, the degree, to which the translation inhibitors
cycloheximide (CHI) and chloramphenicol (CA) influence the biosynthesis of carotenoids, was
investigated by two methods (in vivo VIS-spectroscopy and photosynthetic '“C-incorporation into
the pigments). During the first 6 h (in vivo VIS-spectra) the probes treated with the inhibitors
show a similar increase of the total carotenoid content as the control, thereafter the inhibition by
CHI is increased significantly at approx. 50% (18 h), by CA somewhat lower. The ['“C]carbon-
dioxide incorporation into fS-carotene do not show any notable differences between the control
culture and the cultures treated with inhibitors. Quite different to this observation is the
behaviour of zeaxanthin. CHI shows an inhibition of 60% after 8 h, whereas CA accelerates the
biosynthesis of zeaxanthin at +60% (to the control). Zeaxanthin has the same absolute concen-
tration, but it was marked only ten times lower than #-carotene. The greater effect of CHI (in vivo
VIS-spectra) should not be taken as a higher participation of the eukaryotic genome. In contrast
that is only to ascribe to the inhibition of the photosynthetic activity, which is in the same order
of magnitude. Additionally the behaviour of zeaxanthin seems to be more a sign for higher

participation of the prokaryotic genome.

Verschiedene Autoren [1-3] untersuchten die
photosynthetischen Pigmente von C. paradoxa,
gelegentlich auch im Vergleich mit den Pigmenten
anderer Endocyanosen, Cyanobakterien, Crypto-
phyceen oder Rhodophyceen, um daraus phylo-
genetische Beziehungen abzuleiten. In eukaryoten,
pflanzlichen Organismen werden die photosynthe-
tischen Pigmente in den Plastiden synthetisiert, ob-
wohl die meisten der dafiir bendtigten Enzyme
kerncodiert sind. Da die Endocyanelle Cyanocyta
korschikoffiana auf Grund einiger biochemischer
und physiologischer Daten [4, 5] eine phylogene-
tische Stellung zwischen endocytobiontischem
Cyanobakterium und Plastid einnehmen konnte,
stellt sich die Frage, ob die Endocyanelle autonom
in Bezug auf die Synthese ihrer Pigmente ist, oder
ob ein Teil der genetischen Information fiir die Bio-

Abkiirzungen: CA, Chloramphenicol; Chl, Chlorophyll a;
CHI, Cycloheximid; LM, Lincomycin

Reprint requests to Prof. Dr. H. E. A. Schenk.
0341-0382/83/1100-0984 $01.30/0

synthese dieser Enzyme wie bei Algen und hoheren
Pflanzen im Kern lokalisiert ist. In diesem Zusam-
menhang wurde in der vorliegenden Arbeit unter
Zuhilfenahme der in vivo Spektroskopie und einer
4C Markierungstechnik nach Hinweisen fiir den
Codierungsort der Carotinoide gesucht.

Sowohl hohere Pflanzen und Algen als auch
Cyanobakterien synthetisieren Carotinoide als Teil
ihres Photosyntheseapparates. Ob bei den Eukary-
oten die ersten Schritte vom Acetyl-CoA bis zur
Mevalonsdure nur im Cytoplasma (im Fall des
Acetyl-CoA in den Mitochondrien) oder parallel in
den beteiligten Kompartimenten ablduft, wird noch
diskutiert [6]. Ab der Zwischenstufe Isopentenyl-
pyrophosphat laufen die Syntheseschritte fiir die
Carotinoidbiosynthese in den Plastiden ab, die ent-
sprechenden Enzyme werden jedoch vom Kern
codiert [6]. Bei den prokaryotischen ,,Blaualgen*
lauft die Carotinoidbiosynthese vergleichbar mit
der bei Eukaryoten ab, nur entféllt hier die Kom-
partimentierung. Das Carotinoidmuster der Cyano-
bakterien unterscheidet sich von dem hoherer
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Pflanzen; so konnen z. B. keine 8-Endgruppen in die
Carotinoide eingefiihrt werden bzw. die Carotinoide
weder ep-, noch deepoxidiert werden (Xanthophyll-
Zyklus, [7]). Bei den meisten Cyanobakterien ist
p-Carotin das vorherrschende oder gelegentlich
sogar einzige Carotin [6].

Cyanocyta korschikoffiana enthdlt neben Spuren
von f-Cryptoxanthin [1, 3], p-Carotin und in ver-
gleichbaren Mengen Zeaxanthin [1], das aus f-
Carotin durch Hydroxylierung in 3- und 3’-Stellung
entsteht [8].

Material und Methoden

Fir diese Versuche wurde der Stamm Cyano-
phora paradoxa Korsch. von L. Provasoli (Dept. of
Biology, New Haven, USA) verwendet, der sich
unter Zusatz organischer Nahrstoffe kultivieren
1aBt. Unserem anorganischen Medium wurden vor
dem Autoklavieren noch folgende Nihrstoffe
pro Liter zugesetzt: 180 mg Natriumacetat, 236 mg
Calciumnitrat, 1000 mg Glucose und 500 mg Bacto-
Tryptone. Die physikalischen Anzuchtbedingungen
[9], wie die Dotierungsbedingungen der Hemm-
stoffe entsprachen den zuvor beschriebenen [10].
10—12 Stunden vor Versuchsbeginn wurden die
Kulturen mit organischem Medium im Verhaltnis
2:1 verdiinnt. Zu Beginn des Versuches wurde die
vorgesehene Kultur in drei Versuchsansitze (Kon-
trolle, CA und CHI; jeweils 30 ml Kultur in einen
mit leicht gefettetem Glasstopfen verschlossenen
100 ml Schliff-Erlenmeyer) aufgeteilt, Hemmstoff
[s. 10] und 500 pl NaHCOj3 (60 um; davon 1,8 pmol
=100 uCi "C) gleichzeitig zugegeben. Die Weiter-
kultivierung der Proben erfolgte unter denselben
Bedingungen wie zuvor erwidhnt, jedoch ohne
Begasung. Daher wurden die Kulturen auf einem
Schiittler sanft (ca. S0 Upm) bewegt, wodurch ein
Absinken des Flagellaten verhindert und ein guter
Gausaustausch ermoglicht wurde. Nach 5 und
8 Stunden wurde jedem Ansatz eine Probe (10 ml)
entnommen und diese nach Aufzeichnung des in
vivo  VIS-Spektrums [9] zentrifugiert (5 min,
2000 x g). Die in den Abbildungen 4—6 dargestell-
ten '*C Markierungs-Daten wurden aus 3 (alle in
vivo VIS-Daten aus 6) zeitlich unabhingigen Ver-
suchsansdtzen gemittelt.

Auftrennung und quantitative Bestimmung der
lipidléslichen Pigmente mit Hilfe der Diinnschicht-
chromatographie.

Nach Dekantation des Uberstandes wurde das
Sediment mit 10 ml Aceton extrahiert (30 min bei
4°C), der Extrakt zentrifugiert (5 min, 2000 x g)
und der Uberstand spektralphotometrisch von
400—750 nm vermessen. Der Acetonextrakt wurde
vorsichtig einrotiert (30 °C, Abdunkelung) und in
2 ml Ethanol aufgenommen. Dieser Gesamtextrakt
enthielt Chlorophyll a, alle Carotinoide und nicht
identifizierte Lipide. Die Trennung erfolgte diinn-
schichtchromatographisch, indem dieser ethano-
lische Extrakt vollstindig auf eine A-Platte aufge-
tragen wurde [11] (A-Laufmittel: 0,25 ml aq. dest.,
12ml  Isopropanol, 100 ml  Petroleumbenzin
100°—=140°C). Die entwickelte A-Platte wies 4
sichtbare Banden auf (s. Abb. 1), die in noch
feuchtem Zustand abgeschabt und jeweils in 10 ml
Zentrifugenglaschen iiberfithrt und sofort mit 2 ml
Ethanol versetzt wurden. Bis zur anschlieBenden
photometrischen Vermessung wurden die Proben
im Kiihlschrank (4 °C) aufbewahrt. Die Chloro-
phyllbestimmung erfolgte nach Arnon [12]. Nach
Abnahme von jeweils 250 pl Aliquot von jeder
Bande fiir die Szintillationszahlung wurden die
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Abb. 1. C. paradoxa: Diinnschichtchromatographische

Auftrennung der aceton-loslichen Pigmente nach (11) auf
einer A-Platte Schema: 1= Startlinie, 2 = nicht identifi-
zierte grine Bande (R;=0,15; Absorptionsmaxima bei
650 nm und 415nm), 3= Zeaxanthin (R;=0,35), 4=
Chlorophyll a (R;=0,61), 5= p-Carotin (R;=0,94), 6 =
Front.
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Abb. 2. C. paradoxa: Autoradiogramme nach DC-Auftren-

nung der mit Aceton extrahierten Pigmente auf A- und

B-Platten (11): 1= Start, 2= Front, A =Diinnschicht A,

B—f = Diinnschicht B mit f-Carotin, B—Z = Diinnschicht B

mit Zeaxanthin, C= Chlorophyll a, p= p-Carotin,

§=dZeaxanthin, L = Lipide, x = nichtidentifizierte griine
ande.

beiden Carotinoid-Eluate quantitativ auf B-Platten
aufgetragen und in dem fiir das jeweilige Pigment
glinstigen Laufmittel entwickelt (Abb. 2) (B-Lauf-
mittel/Zeaxanthin: 10 ml Chloroform, 45 ml Petro-
leumbenzin 100—140, 70 ml Aceton; B-Laufmittel/
p-Carotin: 10 ml Chloroform, 85 ml Petroleum-
benzin 100—140, 15 ml Aceton). Die so erhaltenen
gereinigten Carotinoidbanden wurden nun wieder-
um feucht von der Platte geschabt und in 2 ml
Ethanol aufgenommen und anschlieBend photo-
metrisch vermessen: f-Carotin in Ethanol nach [13],
Zeaxanthin in Ethanol nach [14].

Von den A- und B-Platten wurden nach der Auf-
trennung der Pigmente Autoradiogramme ange-
fertigt (Abb.2). AuBer den sichtbaren Banden
wurden ebenfalls markierte Lipidkomponenten auf-
getrennt. Da der Bereich um das Chlorophyll sehr
stark markiert ist, konnte nicht ganz ausgeschlossen

werden, ob lipidhaltige Verunreinigungen eine
hohere spezifische Aktivitdt des Chlorophylls vor-
tduschen. Bei den Carotinoiden wurde mit Hilfe
einer weiteren Trennung (B-Platte) eine wesentlich
bessere Reinigung erreicht (Abb. 2). f-Carotin, das
bei der A-Platte knapp hinter der Front lief und
dadurch mit gleich weit laufenden Lipiden verun-
reinigt war, bleibt auf der B-Platte deutlich hinter
der Front und den Lipiden zuriick. Das sehr viel
schwiacher markierte Zeaxanthin (etwa um den
Faktor 10) ist als einziger schwacher Fleck auf dem
Autoradiogramm zu erkennen (Abb. 2). Zur Szin-
tillationszahlung wurden von den A-Plattenextrak-
ten jeweils 250 ul, von den B-Plattenextrakten je-
weils 500 pl entnommen und in 8 ml Toluol-Cock-
tail (4 g PPO, 100 mg POPOP, 1 1 Toluol) ausgezahlt
(die Zahlausbeute wurde zu 80% eingesetzt).

Ergebnisse

Beeinflussung des Gesamtcarotinoidgehaltes
(in vivo VIS-Spektren)

Die in den Abbildungen 3 und 7 dargestellten
Daten aus in vivo VIS-Spektren wurden an begasten
Kulturen aufgenommen [9]. Die Absorption bei
490 nm diente als relatives MaB3 fiir den Gesamt-
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Abb. 3. C. paradoxa: Zeitabhidngige Beeinflussung des
Gesamtcarotinoidgehaltes durch Translationsinhibitoren
(in vivo VIS-Spektroskopie, aus 6 Versuchsansidtzen nor-
mierte Daten): Relative Absorption bei 490 nm als rela-
tives MaB fir den Gesamtcarotinoidgehalt (100% ent-
spricht 4=0,18 bei einer durchschnittlichen Chlorophyll-
Anfangskonzentration von 1,98 pg/ml Kultur) (der mittlere
Fehler tiber die gesamte MeBdauer ist bei den folgenden

Angaben in Klammern beigefiigt): o= Kontrolle
(+/—5,3%), v=CHI (+/-54%), @=CA (+/—4,5%),
+=1LM
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Abb. 4. Relative spezifische Aktivitit von f-Carotin nach
photosynthetischer  '*C-Inkorporation  (100% = 13,6 nCi/

nmol): 0 = Kontrolle, V= CHI, @ = CA.
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Abb. 5. Relative spezifische Aktivitit von Zeaxanthin nach
photosynthetischer '4C-Inkorporation (100% = 1,24 nCi/
nmol; Beschriftung s. Abb. 4).

Carotinoid-Gehalt (einen sehr guten Schitzwert fiir
den Absolut-Gehalt der Carotinoide erhilt man,
wenn Gleichung (4) [9] verwendet wird). Setzt man
die Absorption bei 490 nm zu Beginn des Experi-
mentes (10—12 Stunden nach Verdiinnung) gleich
100%, dann steigt die relative Absorption der Kon-
trollkultur innerhalb 18 Stunden annidhernd linear

auf 123% (Abb. 3). Die mit Hemmstoffen ver-
sehenen Proben zeigen zunichst eine dazu ver-
gleichbare Absorptionszunahme, bis sich nach ca.
6—8 Stunden der Beginn der Hemmwirkung an-
deutet. Nach 18 Stunden zeigt die mit CA versetzte
Kultur eine Hemmung der Absorptionszunahme bei
490 nm von ca. 50%, die der CHI-Proben eine von
ca. 60%, d.h. CHI iibt eine etwas stirkere Hemm-
wirkung auf die Carotinoidbiosynthese aus als CA.

EinfluB8 auf die '*C Markierung von
p-Carotin und Zeaxanthin

Um detailliertere Aussagen tber die Hemmwir-
kung von CHI und CA auf die Carotinoidbio-
synthese zu erhalten, wurden die lipidloslichen
Pigmente nach vorangegangenem, photosynthe-
tischem '“C Einbau mit Aceton extrahiert, diinn-
schichtchromatographisch aufgetrennt und die
spezifische Aktivitat (nCi/nmol) von f-Carotin und
Zeaxanthin bestimmt (s. Methoden).

Abb. 4 zeigt die relative spezifische Aktivitat von
p-Carotin nach 5 bzw. 8 Stunden Inkubationszeit.
Der 5-Stundenwert der Kontrollkultur wurde als
Bezugspunkt gewihlt und die zu diesem Zeitpunkt
gemessene spezifische Aktivitat (13,6 nCi/nmol) zu
100% gesetzt, die Kontrollkultur erreichte diesbe-
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Abb. 6. Beeinflussung des '“C-Einbaus in Zexanthin durch
CHI und CA (Darstellung der Abreicherung bzw. Akku-
mulation in Prozent zum jeweiligen Reaktionsverhalten
der Kontrolle).



988 M. Neu-Miiller ez al. - Zur Lage von Codierungsorten der Carotinoid-Synthese in Cyanophora

100 % INHIBITION - -
L % .

+ 80 P .

. #

- 60

- 50 —

Abb. 7a. Effekte des CHI: Hemmung des '*C-Einbaus in
Zeaxanthin; CHI bewirkt im Versuchszeitraum keine
Hemmung des '“C-Einbaus in -Carotin.
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Abb. 7b. Effekte des CA: Erhéhung des '“C-Einbaus in
Zeaxanthin‘i CA bewirkt im Versuchszeitraum keine Hem-
mung des '“C-Einbaus in g-Carotin.

Abb. 7a und 7b. Hemmeffekte von CHI und CA auf die
Zunahme der p-Carotin- und Zeaxanthin-Konzentration
im Vergleich zur jeweiligen Photosynthese-Aktivitdt und
Chlorophyll-Konzentration. Normierte Ausgleichskurven,
berechnet fiir die jeweilige Inhibition aus den Daten der
Abb. 3 fiir die Carotinoid-Synthese, der Abb. 1 [s. 10] fiir
die reelle, photosynthetische Sauerstoffentwicklung und
der Abb.2 [s.19] fir die Chlorophyll-Synthese: — =
Hemmung der reellen Photosynthese-Rate, ------ = Hem-
mung der Chlorophyll-Synthese, ---= Hemmung der
Carotinoid-Synthese (in vivo VIS-Spektroskopie), ® = Hem-
mung des '“C-Einbaus in Zeaxanthin.

ziiglich nach 8 Stunden 140%. Fast gleiche Werte
weisen die mit Hemmstoff (CHI oder CA) behan-
delten Kulturen auf. Es 1a6t sich demnach wiahrend
der ersten 8 Stunden beim photosynthetischen Ein-
bau von '“C markiertem Kohlendioxid fiir die
Markierung des f-Carotins kein signifikanter Unter-

schied zwischen behandelten und unbehandelten
Kulturen feststellen.

Beobachtet man hingegen die Zunahme der rela-
tiven spezifischen Aktivitdit des Zeaxanthins in
Gegenwart der Translations-Inhibitoren, so zeigen
sich deutliche Unterschiede (Abb. 5). Allerdings
wird Zeaxanthin, obwohl es ungefdhr gleiche abso-
lute Konzentrationen aufweist wie das pf-Carotin,
wesentlich langsamer markiert. Die relative spezi-
fische Aktivitdt des Zeaxanthins erreicht bei der
Kontrolle nach 5 Stunden per Definitionem den
Wert von 100% (1,24 nCi/nmol), nach 8 Stunden
239%, bei der mit CA behandelten Kultur nach
5 Stunden 189%, nach & Stunden 377% vom Bezugs-
wert. CA bewirkt also eine gegeniiber der Kontrolle
erhohte '“C Einbaurate, wihrend CHI eine deut-
liche Hemmung verursacht: nach 5 Stunden werden
66%, nach 8 Stunden 97% des Bezugswertes erreicht.
Dieser Unterschied zwischen den Wirkungen von
CA und CHI auf den “C Einbau in Zexanthin wird
in der Abb. 6 zusammengefa3t.

Diskussion

Durch selektive Hemmung der cytoplasmatischen
bzw. cyanellen-lokalisierten Proteinbiosynthese mit
den Translationsinhibitoren CHI, CA und LM
sollten Hinweise auf die Codierungsorte der caro-
tinoid-synthetisierenden Enzyme gefunden werden.
Trotz der zweifelsfrei selektiven Hemmung der
Translation durch die genannten Inhibitoren (CA
und LM wirken nur auf 70 S Ribosomen [15, 16];
CHI auf 80 S Ribosomen) wurde wiederholt auf
z.T. speziesabhdngige [17] Nebeneffekte dieser
Antibiotika [18] hingewiesen. Zur Erkennung und
Abschitzung der Uberlagerung der Translations-
hemmung durch solche Nebeneffekte diente die
Messung der metabolischen Aktivitdit der Cyano-
phora-Kulturen anhand der photosynthetischen
Sauerstoffentwicklung wéhrend der gesamten Ver-
suchsdauer. Im Falle des CA wurde noch zusitzlich
LM zum Vergleich herangezogen. Die Wirkungen
des CA und LM erwiesen sich als so dhnlich, daf3
im folgenden nur noch CA stellvertretend fiir beide
Translationshemmer erwdhnt wird. Die Pigment-
synthese der inhibierten Kulturen wurde mit der
Zunahme der Pigmentkonzentration der unbehan-
delten Kulturen anhand der in vivo Spektren ver-
glichen. Diese Versuche wurden an begasten,
12 Stunden zuvor frisch verdiinnten Kulturen vorge-
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nommen. Die fiir die Markierungsexperimente
verwendeten Kulturen wurden vor Inkubation mit
den Hemmstoffen zwar genauso behandelt wie die
oben genannten, aus technischen Griinden war eine
Begasung jedoch unmoglich. Obwohl ein Vergleich
der Biosyntheseraten zwischen begasten und unbe-
gasten Kulturen nicht einfach ist, soll dies hier
versucht werden (Abb. 7), um bei der sehr schwie-
rigen Abschatzung der Versuchsergebnisse be-
ziiglich der Codierungsorte fiir die Pigmente (hier
fiir die Carotinoide) zufriedenstellende Aussagen zu
erhalten.

Betrachtet man zuerst die Wirkung der Inhibi-
toren (in vivo Spektroskopie) auf die Gesamtcaro-
tinoidsynthese (Abb. 7a und 7b), so fillt die relativ
geringe Hemmwirkung (z. B. im Vergleich zum Chl)
auf, sie liegt bei den Hemmstoffen jeweils nur
wenig Uber der Hemmung der Photosynthese. Ein
nicht unbetrachtlicher Teil der Hemmung diirfte
daher auf die verminderte Kohlendioxid-Assimila-
tion zuriickzufiihren sein; beziiglich des Codie-
rungsortes fiir f-Carotin und Zeaxanthin syntheti-
sierende Enzyme 146t sich mit Hilfe der in vivo
Spektroskopie keine Aussage machen. Auch die
14C Markierungsexperimente erlauben bisher keine
signifikante Entscheidung, allerdings ist der prozen-
tuale EinfluB des CA auf die Zeaxanthinsynthese,
wenn auch mit umgekehrtem Vorzeichen, starker
als der des CHL
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