Planta (Berl.) 116, 123—131 (1974)
© by Springer-Verlag 1974

Beziehungen zwischen Carboanhydraseaktivitit
und Aufnahme von HCO,;™ und Cl-
bei der Photosynthese

von Scenedesmus obliquus

Giinter R. Findenegg

Fachbereich Biologie, Botanik, Technische Hochschule Darmstadt,
D-6100 Darmstadt, Schnittspahnstr. 3—5, Federal Republic of Germany

Eingegangen am 3. Dezember 1973

Relations between Carbonic Anhydrase Activity and Uptake of HCO,-
and Cl~ in Photosynthesis by Scenedesmus obliguus

Summary. Synchronized, young cells of Scenedesmus obliquus when adapted to
air plus 1.5% CO, have only about 1/, of the carbonic anhydrase activity of air-
adapted cells. At pH 9.2 (where HCO,~ is the prevailing form of inorganic carbon)
such cultures do not evolve much O, at 50- 103 lux, in contrast to air-adapted cells.
In contrast, at pH 5.8 (where CO, prevails) there is not much difference in O,
evolution rate between cultures adapted to different CO,-levels. It is concluded
that carbonic anhydrase activity is necessary for the utilisation of HCO,~ but not of
CO, in photosynthesis by Scenedesmus.

Air-adapted cells take up about 0.3 umoles Cl-/g FW from 0.1 mM KCl solution
(pH 5.8) within the first minute of illumination. The same amount is released when
the light is switched off. The light induced Cl—-uptake is inhibited by addition of
HCO;~ or high pH, and may be interpreted as an alternative uptake of Cl- instead
of HCO4.

As cells adapted to air plus 1.5% CO, do not show this light induced Cl--uptake
and as the inhibitor of carbonic anhydrase, diamox, affects Cl--uptake of air-
adapted cells, it is suggested that carbonic anhydrase may be involved in the
uptake of Cl- and HCO,.

Einleitung

Das Enzym Carboanhydrase (E.C. 4.2.1.1.), das die Hydratisierung
von CO, katalysiert, ist in photosynthetischen Zellen weit verbreitet
(Waygood, 1955). Hemmung seiner Aktivitat durch spezifische Inhibi-
toren (Iiverson, 1969) oder Deadaptation (Reed und Graham, 1968)
vermindert die Photosynthesegeschwindigkeit.

Nimmt man an, daB der Kohlenstoff in photosynthetisierende Zellen
als freies CO,, das unmittelbare Substrat der Ribulose-1,5-diphosphat-
carboxylase (Cooper et al., 1969), eindringt, so ist die Rolle der Carboan-
hydrase schwer verstandlich, da keine Umwandlung in HCO4~ nétig ist.
Man hat daher auf die diffusionsbeschleunigende Wirkung dieses
Enzyms fiir CO, und HCO,~ (Enns, 1967), aber auch auf die Moglichkeit
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hingewiesen, daBl es durch lokale Erhohung der CO,-Konzentration die
Carboxylierung des Ribulose-1,5-diphosphates beschleunigen kénnte
(Werdan und Heldt, 1972).

Einige Pflanzen kénnen jedoch neben CO, auch im Auflenmedium
verfiigbares HCO4~ fitr die Photosynthese verwenden (s. Raven, 1970),
darunter Scenedesmus (Osterlind, 1950; Hess et al., 1967). Es erscheint
sinnvoll, zu untersuchen, ob diese Fihigkeit von der Carboanhydrase-
aktivitdt abhingt. Eine solche Untersuchung wird durch die Beobach-
tung von Reed und Graham (1968) erméglicht, wonach Adaptation von
Griinalgen an erhéhte COy-Konzentrationen eine Verminderung der
Carboanhydraseaktivitdt bewirkt.

Vorversuche mit Scenedesmuskulturen, die an 0,03 bzw. 1,6% CO,
adaptiert waren, ergaben, daBl bei erniedrigtem Carboanhydrasespiegel
die lichtinduzierte Cl--Aufnahme spezifisch gehemmt ist. In dieser
Arbeit wird iiber das un®erschiedliche Verhalten von Scenedesmus-

kulturen mit hohem bzw. niedrigem Carboanhydrasespiegel gegeniiber
Cl- und HCO,~ berichtet.

Material und Methoden

Synchronkulturen von Scenedesmus obliguus (Stamm D3) wurden bei 30°C mit
Luft +1,5% CO, begast und abwechselnd 16 h mit 20-10% lux beleuchtet und 8 h
verdunkelt. Zu Beginn jeder Lichtperiode wurden sie mit frischer Knopscher
Niahrlosung (Cl--frei; Fe-EDTA-Komplex statt FeSO,, siehe Ruppel, 1962; 4 Trop-
fen/1 Hoagland A—Z Spurenelementlosung zugefiigt) anf 3-10° Zellen/ml verdiinnt.
Die Algen verzehnfachen etwa ihre Zellzahl pro Tag und teilten sich vor Licht-
beginn. ’

,,C0,-adaptierte* Algen wurden 7 h nach der Verdiinnung direkt, ,,luftadap-
tierte’ Algen zum gleichen Zeitpunkt aber nach 2 h Beliiftung mit Normalluft
(0,03% CO,) erhalten. CO,-adaptierte Algen nehmen innerhalb der 2. Versuchs-
stunde die Eigenschaften luftadaptierter Algen an. Die Versuche wurden daher
stets auf 1 h begrenzt.

Die Versuche wurden nach der DurchfluBmethode (Findenegg etal., 1971)
durchgefithrt. Mit ihrer Hilfe kénnen kurzzeitige Stoffaufnahme- bzw. -abgabe-
perioden empfindlicher und mit besserer zeitlicher Aufldsung registriert werden
als mit der iblichen GefiBmethode. AuBerdem werden diese Anderungen bei
konstanter Zusammensetzung des die Algen umgebenden Mediums gemessen, da
dieses stindig erneuert wird.

Vor dem Versuch wurden die Algen mit einer peristaltischen Pumpe in die
Iuftblasenfrei mit Versuchslosung gefiillte Algenkammer des umgedrehten Ver-
suchsgefiBes (Abb. 1) gepumpt. Sie verteilten sich {iber dem dort eingespannten
Membranfilter (PorengroBe 8,0 um) gleichméBig. AnschlieBend wurde Versuchs-
l6sung (je nach gewiinschtem pH-Wert 5 mM MES, HEPES bzw. Glycin; 2 mM
NaOH und Zusiitze) nachgepumpt (2,8 ml/min), das GefiB in seine normale Lage
gebracht und die MeBelektroden von oben direlt auf den Membranfilter aufgesetat.
Die stromende Versuchslosung preBte nun die Algen nach oben gegen den Filter
und wurde unmittelbar nach ihrem Durchtritt durch Algen und Filter von den
Elektroden analysiert (0,-Elektrode: Yellow Springs Instruments, stabfdrmig;
Cl--Elektrode: Metrohm EA 306/Cl). Ein Licht-Dunkel-Wechsel (Beleuchtungs-
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stirke 50 10° lux) im Versnch machte sich mit etwa 10 s Verzbgerungszeit an den
Elektroden bzw. in den registrierten Kurven bemerkbar. Bei den Versuchen iiber
die Cl~-Aufnahme wurden etwa 100 mg Frischgewicht Algen (entsprechend 500 ug
Chlorophyll) eingesetzt. Um Blischenabscheidung im Elektrodenraum zu ver-
hindern, wurde die Versuchslésung vor dem Versuch kurz an der Wasserstrahl-
pumpe entliiftet. Bei den Versuchen tiber die HCO; - Verwertung (10 mg Frisch-
gewicht Algen) wurde sie statt dessen bei 35°C 1 h mit CO,-freier Luft gespitlt und
anschliefend firr 1 min mit Luft +4% CO, begast. Eine weitere Zugabe von CO,
zur Versuchslésung bewirkte weder bei hohem noch bei niedrigem pH-Wert eine
Steigerung der O,-Entwicklung der Algen.

Zur Messung der Carboanhydraseaktivitiit wurden die Algen (etwa 1 g Frisch-
gewicht) aus 1] Nihrlésung abzentrifugiert, mit kaltem 0,05 M N a-phosphatputfer
+5 mM Cystein (pH 8,3) gewaschen und in 25 ml des gleichen Mediums in einem
Braun-Zellhomogenisator (Typ 2878) 1 min unter Kiihlung homogenisiert, wobei
die meisten Zellen zerstort wurden und die Temperatur nieht fiber 15°C anstieg.
Zyr Aktivitdtsbestimmung (vgl. Carter, 1972) wurden zu 2 ml Homogenisiermedium
bzw. Algenhomogenat (2°C) 2 ml CO,-gesittigtes Wasser (0°C) zugefiigt und die
Geschwindigkeit der pH-Anderung registriert. Im gekochten Homogenat inderte
sich der pH-Wert gleich schnell wie im Homogenisiermedium, d.h. die homogeni-
sterten Algen veriinderten die Pufferkapazitit nicht nennenswert.

Ergebnisse
Carboanhydraseaktivitit. , Luft-“ und ,,C0,-adaptierte” Algen wurden
auf die Aktivitdt der Carboanhydrase hin untersucht. Tabelle 1 zeigt, dal
!/sp des Homogenates luftadaptierter Algen die Wirkung wie Homogenat
CO,-adaptierter Algen hat. Luftadaptierte Algen weisen demnach gegen-
uber CO,-adaptierten die 20fache Carboanhydraseaktivitit auf.

ge
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Tabelle 1. Carboanhydraseaktivitit: Dauer der durch Zusatz von CO, zu 2 ml
Homogenisiermedium bzw. Algenhomogenat hervorgerufenen pH-Anderung zwi-
schen pH 7,8 und 7,3. Kontrolle 65 (4-0,12)

Homogenat CO,-adaptiert Luftadaptiert
(ml) (s) (s)
Gekocht 2,0 65 64
Ungekocht 2,0 61 34
1,0 43
0,5 50
0,2 57
0,1 60
CO,-adaptiert luttadaptiert
“
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Abb. 2 Sauerstoffentwicklung bzw. -verbrauch von Scenedesmus beim Licht-Dunkel-
Wechsel. pH 5,8: MES-NaOH; pH 9,2 Glycin-NaOH; 25°C;CO, bzw. HCOy~im
UberschuB vorhanden

Sauerstoffentwicklung. Um zwischen CO,- und HCO,-Verwertung
unterscheiden zu kénnen, wurde die Rate der photosynthetischen
0,-Entwicklung bei Uberangebot von CO, bzw. HCO;~ bei hohem und
niedrigem pH-Wert verglichen. Starke O,-Entwicklung im Licht bei
pH 9 148t auf gute Verwertung von HCO,~in der Photosynthese schlieBen.

Abb. 2 zeigt; daB CO,-adaptierte Zellen im Gegensatz zu luftadap-
tierten bei pH 9 im Licht kaum O, entwickeln, also kaum HCO,~ ver-
werten konnen. Hingegen besteht im Licht-Dunkel-Unterschied der
0,-Bilanz bei pH 5,8 am Ende der letzten Lichtperiode kein Unterschied
zwischen luft- und CO,-adaptierten Algen. Die Geschwindigkeit der
Photosynthese ist in diesem Fall nach kurzer Induktionszeit bei den an
hohere CO,-Konzentrationen adaptierten Algen nicht geringer als bei
luftadaptierten Algen.
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Abb. 3. Chloridaufnahme bzw. -abgabe von Scenedesmus beim Licht-Dunkel-
Wechsel. MES-NaOH, pH 5,8; 25°C; KC1 0,1 mM
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Abb. 4. Wirkung eines Carboanhydraseinhibitors auf die Chloridaufnahme bzw.
-abgabe luftadaptierter Scenedesmuszellen beim Licht-Dunkel-Wechsel. MES-NaOH,
pH 5,8; 25°C; KCi 0,1 mM

Chloridtransport. Abb. 3 zeigt die Cl--Aufnahme bzw. -Abgabe von
luft- und CO,-adaptierten Kulturen beim Licht-Dunkel-Wechsel. Nur
luitadaptierte Zellen nehmen nach Lichtbeginn etwa 0,3 pMol Cl-jg
Frischgewicht auf, die nach Verdunkelung wieder abgegeben werden.
Die bei CO,-adaptierten Algen registrierte und auch bei luftadaptierten
Algen angedeutete ,,Cl--Abgabe‘ nach Lichtbeginn wird teilweise durch
einen direkten Lichteffekt auf die Cl--sensitive Elektrode, also durch
einen rein physikalischen Vorgang, vorgetiuscht.

Folgende Befunde sprechen dafiir, dal die lichtabhingige Cl—-Auf-
nahme luftadaptierter Algen bei erhohter HCOy -Konzentration ver-
mindert ist: Zusatz von 0,1 mM KHCO, zur Versuchslésung (pH 7,1)
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vermindert die nach Lichteinschalten aufgenommene Cl--Menge um
20%; bei pH 5,8 ist die aufgenommene Cl--Menge ohne besonderen
Zusatz an HCO;~ um 40% gréBer als bei pH 7,1.

Den EinfluB des Carboanhydraseinhibitors Diamox (2-Acetylamino-
1,3,4-thiadiazol-5-sulfonamid; Acetazolamid) auf den Cl~--Transport
zeigt Abb. 4. Diamox verlangsamt die Cl--Aufnahme (Absinken der
Grundlinie) und verzégert die lichtinduzierte Aufnahme bzw. die Abgabe
bei Lichtausschalten (weniger scharfe peaks).

Da Diamox unter bestimmten Bedingungen auch Photosystem II
hemmt (Swader und Jacobson, 1972), wurde im gleichen Versuch die
Geschwindigkeit der O,-Entwicklung zu Lichtbeginn gemessen. Sie
dnderte sich nach Zusatz von Diamox um weniger als 3%.

Diskussion

Die Aktivitdt der Carboanhydrase ist bei CO,-adaptierten Scenedes-
muskulturen erniedrigt. Das entspricht dem von Reed und Graham
(1968) an Chlorelle und dem an Chlamydomonas (Nelson ef al., 1969)
gefundenen Verhalten. Werden CO,-adaptierte Kulturen mit Normalluft
begast, so steight der Carboanhydrasesplegel wie bei Chlorella (Graham
et al., 1971) rasch an, so daB die Algen nach 2 h in ihren Photosynthese-
eigenscha.ften bereits umgestellt sind. :

Die bisherigen Vorstellungen iiber die Funktion der Carboanhydrase
beruhen meist auf Hemmstoffversuchen. Solche Experimente bei vari-
iertem pH-Wert fiilhren zu der Annahme, daB dieses Enzym nur zur
photosynthetischen HCO;~-Verwertung, aber nicht zur OO, Fixierung
notig ist; dabei muBte allerdings versucht werden, die bei verschiedenem
pH-Wert unterschiedliche Inhibitorwirkung auszugleichen. Osterlind
(1952) zeigte an Scenedesmus, daB Cyanid, ein starker Inhibitor der
Carboanhydrase (Waygood, 1955), die Photosynthese stirker hemmte,
wenn HCO,~ statt CO, die Kohlenstoffquelle war; Raven (1970) kam an
Hydrodictyon, Ikemori und Nishida (1968) kamen an Ulva zum gleichen
Ergebnis. Die vorliegenden Versuche iiber die O,-Entwicklung luft- und
CO,-adaptierter Algen (Abb. 2) bestétigen diese Annahme.

In Spinatchloroplasten, in denen das Enzym durch Diamox voll-
standig gehemmt war, lief die Photosynthese immer noch mit halber
Geschwindigkeit ab (Everson, 1969). Dies ist erklirbar, wenn die
Carboanhydrase nur fiir die HCO,~-Verwertung nétig ist.

Ebenso auffallend wie die unterschiedliche Oy-Entwicklung luft- und
CO,-adaptierter Algen bei pH 9,2 ist ihre unterschiedliche Cl--Aufnahme
zu Lichtbeginn bei pH 5,8. Auch iiber den Zusammenhang von Carbo-
anhydrase und Cl--Transport liegen, besonders an tierischen (s. Carter,
1972), aber auch an pflanzlichen Objekten, Hemmstoffversuche vor. So
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wie hier Diamox den Cl--Transport beeinflufit (Abb. 4), hemmte Sul-
fanilamid den Cl--Transport von Hydrodictyon (Raven, 1970). und
Na-azid den Cl--Transport von Scenedesmus, und zwar viel stirker als
die Atmung, weshalb anhand dieser Ergebnisse eine direkte Hemmung
des Cl—-Transportes durch das Azid vermutet wurde (Hope et al., 1974).
Azid ist als Carboanhydrasehemmstoff bekannt (Waygood, 1955). In
nicht photosynthetischen Pflanzenteilen wie Karottengewebescheiben ist
keine Carboanhydraseaktivitit zu erwarten. Dort hemmt Diamox den
Cl~-Transport nicht (Cram 1973).

Trotzdem wurde angezweifelt, ob der Cl--Transport wirklich von der
Carboanhydrase abhangt, besonders als gefunden wurde, daB Carbo-
anhydrase-hemmende Sulfonamide den Cl--Transport auch in solchen
tierischen Geweben hemmen, in denen keine Carboanhydraseaktivitit
gemessen werden konnte (Kitahara et al., 1967). Das Fehlen lichtindu-
zierter Cl--Aufnahme bei CO,-adaptierten Algen (Abb. 3) zeigt erstmals
unabhéingig von irgendwelchen Hemmstoffen eine Korrelation zwischen
Carboanhydraseaktivitit und Cl~-Transport.

Luftadaptierte Algen nehmen nach Lichteinschalten dann viel C1- auf,
wenn das duBere Substrat der Photosynthese CO, ist und kaum HCO4~
zur Aufnahme verfiigbar ist, ndmlich bei pH 5,8. Das legt die Annahme
nahe, daB ClI~ in diesem Falle als ,,Ersatz* fiir HCO4~ aufgenommen
wird. Damit stimmt iiberein, daB bei pH 7,1 die Cl--Aufnahme bei Licht-
beginn durch Erhéhung der HCO,-Konzentration vermindert werden
kann.

Hemmung der Cl—-Aufnahme durch HCO,~ wurde an roten Blut-
kérperchen (Gunn et al., 1973), aber auch an Vallisneria (van Lookeren-
Campagne, 1957) und Hydrodiciyon (Raven, 1968) gefunden. Wenn
man annimmt, daB luftadaptierte Zellen Cl- anstelle von HCO,~ auf-
nehmen, ist zuniichst unklar, warum die Nettoaufnahme an Cl- nur
etwa 1 min andauert, wihrend die HCO,~Aufnahme und -Assimilation
wahrend der ganzen Lichtperiode andauert, wie sich aus der stetigen
O,-Entwicklung (Abb. 2) ergibt. Nimmt man an, daB das ClI~ in den
Algen gleichmiBig verteilt ist, so ist zu folgern, daB die Cl--Konzen-
tration im Inneren beim Lichteinschalten um 0,3 mMol/l steigt; das ist
dreimal so viel wie die Konzentration im Medium. Das dadurch bedingte
schnelle Ansteigen des Cl--Effluxes kann das rasche Abklingen der
Nettoaufnahme an CI- bewirken.

Der Ausfall lichtinduzierter Cl--Aufnahme bei CO,-adaptierten Algen
(Abb. 2) bedeutet, wenn Cl~ von luftadaptierten Algen als HCO,-Ersatz
aufgenommen wird, auch den Ausfall lichtinduzierter HCO,~-Aufnahme
bei diesen Algen. Dies 148t auf eine Beteiligung der Carboanhydrase am
Transport von Cl~ und HCO;~ schlieBen. Eine solche Beteiligung schlieBt
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aber nicht aus, daBl das Enzym auBerdem, vielleicht auch wahrend des
Transportvorganges, die Spaltung des HCO,;~ katalysiert.

Diese Arbeit wurde durch eine Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemein-
schaft unterstiitzt. Professor Dr. U. Littge und Professor Dr. W. Ullrich danke ich
far die Durchsicht des Manuskriptes.
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