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standteile des Coenzym A darstellen, haben diese Ver- 
mutung  best~tigt.  Aus diesen F-rgebnissen diirfen wir 
somit auf eine besondere Bedeutung der Essigs/~ure bzw. 
des Acetyi-Coenzym A bei der Biosynthese der Caro- 
t inoide schliessen. 

In diesem Zusammenhang ist es auch von Interesse, 
in welcher ~Veise die C-Atome der yore Mikroorganismns 
zur Verffigung gestelIten Essigs/iure in das Molek/il des 
fi-Carotins e ingebaut  werden. Zu diesem Zwecke haben 
wir das in der N/ihrl6sung befindliche Acetat  mit  
~4CH3.COONa bzw. mit  CHg~4COONa markier t  und aus 
dem ausgewachsenen Mucor hiemalis das radioaktive 
Carotin isoliert. Das gereinigte, kristallisierte fl-Carotin 
ist oxyda t iv  zu Essigs~ure abgebaut  worden. Die er- 
haltene Esslgs~ture ist sodann mit  der Schmidtschen 
Reakt ion zu den entsprechenden C~-Komponenten de- 
carboxylier t  worden, die auf ihre Radioakt iv i t~t  hin 
gepriift worden sind 1 

Die Anordnung der C-Atome der Essigs~ure im 
fl-Carotin ist, soweit sie heute experimentel l  bes t immt 
worden ist, so, dass offenbar das Essigs/iuremolekiil als 
solches eingebaut  wird, Zur Zeit sind wir dami t  be- 
sch~ftigt, auch die Herkunf t  der tibrigen C-Atome des 
fl-Carotins zu best immen. 

Alle bis anhin erzielten experimentel len Ergebnisse, 
die hier kurz zusammengefasst  worden sind, fiihren uns 
zu der Hypothese,  dass die Biosynthese der Carotinoide 
aller Wahrscheinlichkeit  nach fiber Acetyl-Coenzym A 
ftihrt und aus dem Fetts/turezyklus nach Lynen abzwei- 
gen muss, wie dies das Schema in Abbildung 2 zur Dar- 
stellung bringt. Wir betrachten als m6gliche Abzwei- 
gungsstelle die Stufe des Acetoacetyl-Coenzym A. Man 
kann sich aus dem Acetoacetyl-Coenzym A die /3ildung 
der fl-Methylcrotons~ure, die schon mehrmals  als eine 
niedere Vorstufe der natfirlichen Isoprenderivate  ange- 
sehen worden ist, leicht vorstellen, indem sich ein wei- 
teres Essigs~uremolekiil an das Acetoaceta t  anlagert  und 
das ents tandene Zwischenprodukt  durch Dehydrat is ie-  
rung und Decarboxylierung in fl-Methylcrotons~ure-Co- 
enzym A fibergeht; 
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Anderseits aber haben wir festgesteltt,  dass auch S~tu- 
ren des Krebsschen ZitronensAurezyklus Anlass zur 
Carotinbildung geben, wie zum Beispiel die Zitronen- 
saute. Ferner  sei auch noch erw~hnt, dass wir bei den 
ersten Versuchen mit  markier ter  EssigsXure 2 gefunden 
hatten, dass das fl-Carotin aus tZulturen, die auf Aeetat  
als oinziger Kohlenstoffquelle  gewachsen sind, nur  rund 
70% seines Kohlenstoffbestandes aus dem Acetat  
(CHa- und COOH-Gruppe) bezogen hat .  Die restlichen 

1 E. C. GROB und R. BOTLER, Exper.  10, 250 (1954); Helv. chim. 
Acta 87, 1908 (1954). 

2 E. C. GROB, W. H. SCHOPFER und G. G. PORETTI, Int .  Z. Vita- 
minforsch. 23, 484 (195~); W. H. SCHOPFER und E. C. GROB, Exper. 
8. 140 (195~). 

30 % hat ten  wir, da keine andere Kohlenstoffquelle vor- 
handen ist, einer Beteiligung des CO 2 der Luft  zuge- 
schrieben. Auch diese beiden Erscheinungen stehen 
nicht im Gegensatz zu der vorerw~Lhnten Hypothese.  
Durch die Arbeiten yon  STERN, SHAPIRO, STADTMAN 
und OCHOA 1 ist gezeigt worden, dass die Zitronens~ure 
in Gegenwart  yon Coenzym A in Acetyl-Coenzym A 
und Oxalessigsiture gespalten werden kann. Die Be te i -  
ligung des CO, der Luft  an der Biosynthese der Caro- 
tinoide dfirfte auch im Zusammenhang mit  dem Krebs- 
schen Zyklus stehen, indem dort  zweimal eine Carb- 
oxylierung s ta t t f indet .  Da ferner anzunehmen ist, dass 
ein Tell des in der NXhrl6sung vorhandenen Acetates in 
Py ruva t  umgewandel t  wird, f indet auch durch das 
Py ruva t  eine Aufnahme yon CO, statt ,  woraus sich dann 
Oxalessigs~ure bzw. fl~pfelsiiure bildet. Auf dem Wege 
des Krebsschen Zyklus erhalten wir somit Acetyl-  
Coenzym A, welches seinen I~ohlenstoff zum Tell aus 
CO n der Luft  bezogen hat.  

Wir  sind zur Zeit dami t  beschXftigt, exper imentel l  die 
hier entwickelten Vorstellungen fiber den Gang der 
Biosynthese der Carotinoide, soweit sie noch nicht  ge- 
sichert sind, zu bearbeiten ~. 

E. C. GROB und R. B~)TLER 

Botanisches Institut der Universitdt Bern, den 8. Fe- 
bruar 1955. 

Summary 

Our experiments  up to now lead us to tile hypothesis,  
tha t  the biosynthesis of carotenoids may be star ted on 
acetyl-coenzyme A. The condensation of two molecules 
of acetyl-coenzyme A leads to acetoacetyl-coenzyme A 
which can be regarded as the precursor of fl-methyl- 
crotonic acid. For  a long t ime the la t ter  compound was 
postulated as the precursor of the natural  isoprene 
derivatives.  The par t ic ipat ion of the citric acid cycle in 
the biosynthesis of carotenoids is discussed. 

I j .  R. STERN, B. SHAPIRO, E. R. STADMAN und S. OCHOA, J. biol. 
chem. 193, 703 (1951). 

* Diese Arbeitell sind mit  der Unterstfitzung der ~Fritz-Hoff- 
mann-La Roche-Stiftung zur Fgrderung wissenschaftlicher Arbeits- 
gemeinschaften in der Schweiz, ausgeffihrt worden, der wir unseren 
besten Dank aussprcchen. 

A Micromethod for Measuring Photosynthesis 

The method elaborated by the author  has a sensi t ivi ty 
of the order t0 -3 #l which permits  the measurement  of 
the gaseous metabol ism in such small objects as single 
moss leaves a few square millimeters in area or alga 
filaments a few millimeters long. During the exper iment ,  
the plant  material  can be i l luminated with l ight of 
known and changeable intensity and can be observed 
with at least 150 × magnification. 

The technique is based on the principle of the capil lary 
tube differential respirometer.  The react ion and control 
chambers (the function of the lat ter  consists in control- 
ling temperature  changes), both of the same capaci ty of 
about  50 /~1, are made as holes in a 2 mm thick brass 
plate. The holes are closed from below with a piece of 
glass fixed with "Araldite" and from above with a glass 
slide set on a vaseline ring.Two capillaries (with an elliptical 
bore) with a lumen of about  0,02 mm ~ and length of 
about  20 cm are fixed with their  bend and funnel shaped 
ends in the immediate  vic ini ty  of the holes (Fig. 1). 
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Drops  of ke rosene  i n t r o d u c e d  to  the  capi l lar ies  serve  
as i n d e x  d rop le t s  by  means  of which gas vo lume  changes  
are measu red .  I n t o  the  b o t t o m  of the  c h a m b e r  25 /~1 of 
c a r b o n a t e  buf fe r  ( W a r b u r g  Nr. 10) are p i p c t t e d .  Two 
leaves  of a b o u t  t h e  s ame  size are p laced  on a cover  slide ; 
one in a d rop  of w a t e r  ( react ion c h a m b e r ) ,  t he  o ther ,  
hav ing  been  kil led by  qu ick  boil ing,  is d r i ed  on the  slide 
and  t h in ly  coa t ed  wi th  pa ra f f in  (control  c h a m b e r ) .  The 
slide af ter  be ing t u r n e d  over  is p u t  on the  p rev ious ly  
p r e p a r e d  vasel ine  ring.  Thus  the  leaves  are in a hang ing  
d rop  and  no t  in d i rec t  c o n t a c t  w i th  t h e  buf fe r  so lu t ion .  
By a p p l y i n g  c o n v e n i e n t  p re s su re  on the  cove r  sl ide t he  
index  d rop le t s  can be m a n o e u v r e d  to occupy  a s imi la r  
pos i t ion  in t he  middle  of t he  r e spec t ive  capil lar ies .  

Fig. 1. Brass plate with reaction and control chanlber: a open, 
b closed. 

The  c h a m b e r s  t h u s  p r e p a r e d  wi th  capi l lar ies  are in- 
t r o d u c e d  to  the  c o m p e n s a t i o n  c h a m b e r  wi th  a c a p a c i t y  
of a b o u t  100 ml, m a d e  of shee t  b rass  w i th  a glass w i n d o w  
above .  This  c h a m b e r  is i m m e r s e d  in a w a t e r  b a t h  
(Fig. 2). 

A low p o w e r  microscope  serves  to  def ine  t h e  pos i t ion  
of t h e  i ndex  d rop le t s  wi th  a c c u r a c y  of @05 ram. A 
second  mic roscope  wi th  a 10 × ob jec t ive  p e r m i t s  
d i rec t  o b s e r v a t i o n  of the  i n v e s t i g a t e d  p l a n t  mate r ia l .  

B o t h  c h a m b e r s  (react ion and  control)  are i l l u m i n a t e d  
wi th  l ight  which  is r e f l ec ted  f rom the  microscope  mirror .  

W h e n  the  c h a m b e r s  are i l l u m i n a t e d  wi th  b r igh t  l ight ,  
a l t h o u g h  th is  is pas sed  t h r o u g h  10 cm of l iquid  cooler,  
t he  t e m p e r a t u r e  of the  c h a m b e r s  rises. Cer t a in  p recau-  
t ions,  such  as p lac ing  the  two  c h a m b e r s  t o g e t h e r  in 
m e d i u m  which  easi ly  c o n d u c t s  hea t ,  i l l umina t ing  b o t h  
c h a m b e r s  in the  s ame  way,  p lac ing  a dead  leaf of ap-  
p r o x i m a t e l y  t he  s a m e  a b s o r p t i o n  in a con t ro l  c h a m b e r ,  
help  to  ensure  t h a t  b o t h  c h a m b e r s  are h e a t e d  evenly .  

- < _ >  o\ q= 0 
;Z--c--/-=---- = = - - - - -  - - - - - - !  

Pig. ~. Scheme illustrating box with water bath. A B plate with 
reaction and control chambers arid capillaries, L Scale, C glass pane 
for obsorving the capillaries with microscope M and the chambers 

with microscope O. 

The  v o l u me  of t he  l iquid  phase  is the  s ame  ill b o t h  
r eac t ion  a n d  cont ro l  c h a m b e r s ,  and  the re fo re  t he  changes  
of t e m p e r a t u r e  give the  s ame  d i f ferences  in t he  v o l u m e  
of th is  phase .  Dif ferences  in t he  d i s p l a c e m e n t  of t he  
i ndex  d ro p l e t  in t he  two  capi l lar ies  m a y  arise if t he  vo-  
lume of gas phase  in r eac t ion  (Vx) a n d  in con t ro l  (VB) 
c h a m b e r s  are d i f fe ren t .  To e l imina te  th is  d i f ference,  t he  
abso lu te  va lue  of VA and  VB need  no t  be known,  it is 
suf f ic ien t  to  k n o w  the  ra t io  VA: VB = I. This  ra t io  is 
d e t e r m i n e d  by  m e a s u r i n g  the  d i s p l a c e m e n t  of t he  
ke rosene  d rops  in the  two  capi l lar ies  w h e n  the  air-is com-  
p ressed  or d e c o m p r e s s e d  in the  c o m p e n s a t i o n  c h a m b e r .  
The ra t io  Da:DB, where  DA and  DB are t he  displace-  
m e n t s  of t he  d rops  in the  t u b e s  c o n n e c t e d  wi th  the  r eac t ion  
and  c o m p e n s a t i o n  c h a m b e r  r e spec t ive ly ,  gives the  value 
of I .  In  t he  ca lcu la t ion  of e x p e r i m e n t a l  resul ts ,  the  m e a n  
of severa l  d e t e r m i n a t i o n s  of I is used.  By  m u l t i p l y i n g  
the  d i s p l a c e m e n t  of t he  men i s cu s  in t he  con t ro l  c h a m b e r  
cap i l l a ry  b y  I a va lue  is o b t a i n e d  which  is e x a c t l y  
c o m p a r a b l e  w i th  t he  men i scus  d i s p l a c e m e n t  in tbe  
reac t ion  c h a m b e r  capi l lary .  

F~xample of accord .  Fu~aria hygrometr@a. The  area  of 
t he  t w o  leaves  in t h e  r eac t ion  c h a m b e r  1.68 m m  2. Area  
of i n t e rn a l  cross sec t ion  of capi l lar ies  0.0257 m i n k  
T e m p e r a t u r e  21 ° . Coeff ic ient  I = 0.87.5, A t  9-27 a.m. 
480 lux i l l umina t ion  begins.  

J .  Z U R Z Y C K I  

Laboratory o[ Pla~# Physiology, Jagellonian Univer- 
sity Cracow, Pota~zd, November 3, 1954. 
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Zusammen/asswng 
Es wird eine Methode  beschr ieben,  welche die Messung 

yon t~hotosynthese  oder  A t m u n g  k le ins ter  Objekte ,  zurn 
Beispiel  e inzelner  MoosblXttchen,  er laubt ,  mi t  einer  Ge- 
nau igke i t  im Bere ich  yon 10 -3/~1. Die ve rwende te  Appa-  
ra tur ,  die eine st~tndige B e o b a c h t u n g  des Objek tes  ge- 
s t a t t e t ,  ist nach  dem Pr inz ip  des Di f fe ren t ia lkapi l la ren-  
r e sp i romete r s  gebaut .  Das zu un te r suchende  Objek t  be- 
f indct  sich in e inem h~ngenden  Tropfen ,  ohne d i rek ten  
K o n t a k t  mi t  der  Carbona tpuf fe r l6sung ,  die als CO~- 
Quelle  d ient .  Mit  Hilfe e iner  K o n t r o l l k a m m e r  und eincr  
besonderen  A u s w e r t u n g s m e t h o d e  lassen sich durch  T e m -  
p e r a t u r s c h w a n k u n g e n  ve ru r sach te  Feh le r  ausgleichen.  

The Dependence of Photosynthesis on the 
Arrangement of Chloroplasts 

Li t t l e  a t t e n t i o n  has so far  been given to the inf luence 
exercised on pho tosyn thes i s  by  the  a r r a n g e m e n t  of 
chloroplas ts ,  a l t hough  it  has been es tabl i shed t h a t  the 
d i f fe ren t  posi t ions occupied  by  the  chloroplas ts  in the 
p lan t  cell  are no t  w i thou t  effect  on the  a m o u n t  of ab-  
sorbed l ight  ene rgy  (SCHANDERL and  KAEMPFEWF 1, 
ZURZYCKI2). To expla in  in w h a t  way  the  a r r a n g e m e n t  of 
chloroplas ts  modif ies  the  ra te  of pho tosyn thes i s  the  
course  of pho tosyn thes i s  wi th  s imul t aneous  obse rva t ion  
of ch lorop las t  pos i t ion for 3 species, :$Iougeotia sp,, 
Funaria hygrometrica and Lemna trisulca, was inves t i -  
ga ted  wi th  t he  aid of t h e  m e t h o d  descr ibed in the 
foregoing  repor t .  

The  change  f rom weak  l ight  to darkness  causes in the  
cells of Lem~m or Funaria a t r ans i t i on  of ch loroplas t s  
f rom a f l a t  pos i t ion  (cpistrophc) to  t he  side cell  walls  
(apostrophe) .  Rcsp i r a t i on  t akes  place at  an unchanged  
rate  all the  t ime  the  leaf is in darkness .  The  m o v e m e n t  
of the  ch loroplas t s  to apos t rophe  is not  connec ted  with  
any  measurab le  change  in the  ra te  of respi ra t ion .  

The  d i sp l acemen t  of chloroplas ts  f rom apos t rophe  to 
a f lat  pos i t ion in weak  l ight  had  an inf luence on the ra te  
of pho tosyn thes i s ,  The  ass imi la t ion  is at first  m a r k e d l y  
lower, qu ickens  af ter  some t i m e  and reaches  a c o n s t a n t  
va lue  a f te r  15-30 rain, The  t ime  when the  change  of 
ass imi la t ion  ra te  takes  place corresponds  fa i r ly  well 
wi th  the  t i m e  when chloroplas t  a r r a n g e m e n t  changes.  The  
re la t ion  be tween  ass imi la t ion  and the  chloropla~st ar- 
r a n g e m e n t  is e x t r e m e l y  well  vis ible in t he  case of 
AIugeotia. In  th is  a lga  it is possible in t he  dark  to  kee t) 
both  t he  f la t  and profi le  posi t ion of the  chloroplas t .  
F igure  1 shows the  course of pho tosyn thes i s  in the  same  
alga f i l amen t s  when  the  ob jec t  is i l l umina ted  wi th  l ight  
430 lux  af te r  a da rk  period.  In one case the  chloroplas ts  
are in a flat,  and in the  otheI  in a profi le  posi t ion.  

Very  s imi lar  changes  in pho tosyn thes i s  m a y  be 
observed  when  tile ch loroplas t s  m o v e  in weak  l ight  to 
ep is t rophe  f rom a prof i le  posi t ion caused p rev ions ly  by  
s t rong  l igh t  (parast rophe) .  

Vv'hen the  chloroplas ts  are in epis t rophe ,  s t rong  l ight  
causes the i r  qu i ck  m o v e m e n t  to a profi le  posi t ion,  The  
ra te  of pho tosyn thes i s  does no t  change  dur ing  the  whole 
t ime  the  s t rong  l ight  acts.  The  ra te  of O 2 p roduc t ion  is 
the  s a m e  in t he  first  m i n u t e  when chloroplas ts  are  st i l l  
in a f la t  pos i t ion  as a f t e r  30 min,  when  all of t h e m  are 
a l ready  in pa ra s t rophe .  

Th is  p h e n o m e n o n  m a y  be exp la ined  by  the  l ight  cu rve  
of pho tosyn thes i s  and  the  cu rve  record ing  ch loroplas t  
a r r angemen t .  The  l ight  in tens i t ies  which  cause para-  

1 H. SCHANDERL and W. KAEMPFERT, Planta 23, 700 (1933). 
2 ,]. ZURZYCKI, Acla Soc. Bot. Pol. 22, 299 (1953), 

s t rophe  lie wi th in  the  range  of l ight  in tensi t ies  which  
have  no fu r the r  inf luence  on photosynthes i s .  The  move -  
m e n t  of ch loroplas t s  f rom a f la t  to a profi le a r r a n g e m e n t  
is a lways  c o n n e c t e d  wi th  a change  of l ight  absorpt ion ,  
bu t  such a change  inf luences the  ra te  of pho tosyn thes i s  
only in low l ight  in tensi t ies  when  l ight  is t he  l imi t ing fac- 
tor  (G6RsKIa). In  s t rong  l ight ,  the  d i sp lacement  of the  
chloroplas ts  has  no such influence.  
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Mugeolia sp. Total lenght of filaments approximately 53 tmn. Light 
430 lux (belore in darkness). --*-- chloroplasts in darkness in fiat, 
--o-- in profile position. Upper curve" The change int he mean area of 
chloroplast expressed as percentage of cell areas. Lower curve: The 

oxygen production or consumption in 10 -3 /tl in time. 

Fo r  all 3 i nves t iga t ed  species the  shape  of the  l ight  in- 
t en s i t y -pho tosyn thes i s  cu rve  shows some re la t ion  to 
the  ch loroplas t  a r r angemen t s .  As long as the  pho to -  
syn thes i s  ra te  increases p ropor t iona l ly  to the  l ight  in- 
t en s i t y  the  ch loroplas t s  are  in ep is t rophe .  Fu l l  pa ra -  
s t rophe  is r eached  a p p r o x i m a t e l y  in those  l ight  in tens i -  
t ies in which a fu r the r  increase of i n t e n s i t y  has no in- 
f luence  on pho tosyn thes i s .  J .  ZuRzYCKI 

Laboratory o/Plant Physiology, Jagellonian University 
Cracow, Poland, November 3, 1954. 

Zusammen[assung 
Der  Z u s a m m e n h a n g  zwischen Ch lo rop las t ens te l lung  

und Pho to syn the se  wird durch  gle ichzei t ige  Messung 
des Gasaus tausches  und Reg i s t r i e rung  der  Chloroplas ten-  
s te l lung un te r such t .  Die Bewegungen  der Chloroplas ten  
in Dunke lhe i t  haben keinen Einfluss  auf  die A t m u n g s -  
intensi t / i t .  Die Bewegungen ,  welche im schwachen  Lich t  
zur Vergr6sserung der  Assimila t ionsf l / iche  f t ihren (Be- 
wegung  der  Chloroplas ten  von  Prof i l s te l lung ,  he rvor -  
gerufen durch  Dunke lhe i t  oder  s ta rkes  Licht ,  zur  Fl/i- 
chens te l lung) ,  b r ingen  eine S te ige rung  der  Assimila-  
t ions in tens i t / i t .  Dagegen  schre i te t  die P h o t o s y n t h e s e  im 
s t a r k e n  L ich t  mi t  unver / inde r t e r  In tens i t [ i t  fort .  Sie ist  
unabh'~ingig yon  den gle ichzei t ig  ve r l au fenden  Chloro- 
p las tenver lage rungen .  Die Ergebnisse  werden  auf  Grund  
des Min imumgese tzes  d iskut ier t .  

1 F. GORSKI, Acta Soc. Bot. Pol. 22, 1 (1953). 


