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l~elations between Carbonic Anhydrase Activity and Uptake of HCO a- 
and C1- in Photosynthesis by Scenedesmus obliquus 

Summary. Synchronized, young cells of Scenedesmus obliffuus when adapted to 
air plus 1.5% CO 2 have only about 1/20 of the carbonic anhydrase activity of air- 
adapted cells. At pH 9.2 (where HCOa- is the prevailing form of inorganic carbon) 
such cultures do not evolve much 02 at 50.10 a lux, in contrast to air-adapted cells. 
In contrast, at pH 5.8 (where CO~ prevails) there is not much difference in 02 
evolution rate between cultures adapted to different C02-1evels. It is concluded 
that carbonic anhydrase activity is necessary for the utilisation of HCO a- but not of 
CO 2 in photosynthesis by Scenedesmus. 

Air-adapted cells take up about 0.3 ,~moles C1-/g FW from 0.1 mM KC1 solution 
(pH 5.8) within the first minute of illumination. The same amount is released when 
the light is switched off. The light induced C1--uptake is inhibited by addition of 
HCO a- or high pH, and may be interpreted as an alternative uptake of C1- instead 
of HCOa-. 

As cells adapted to air plus 1.5% C02 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 C1- and HC03-. 

Einleitung 

Das Enzym Carboanhydrase (E.C. 4.2.1.1.), das die Hydratisierung 
yon CO~ katalysiert, ist in photosynthetischen Zellen welt verbreitet 
(Waygood, 1955). Hemmung seiner Aktivit/it dutch spezifisehe Inhibi- 
toren (Everson, 1969) oder Deadaptation (Reed und Graham, 1968) 
vermindert die Photosynthesegeschwindigkeit. 

Nimmt man an, dal3 der Kohlenstoff in photosynthetisierende Zellen 
als freies CO2, das unmittelbare Substrat der Ribulose-l,5-diphosphat- 
carboxylase (Cooper et al., 1969), eindringt, so ist die Rolle der Carboan- 
hydrase schwer verst/~ndlich, da keine Umwandlung in HCOa- nStig ist. 
Man hat daher auf die diffusionsbeschleunigende Wirkung dieses 
Enzyms fiir CO~ und HCO a- (Enns, 1967), aber auch auf die MSglichkeit 
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hingewiesen, dai3 es durch lokale ErhShung der C02-Konzentration die 
Carboxylierung des Ribulose-l,5-diphosph~tes beschleunigen kSnnte 
(Werdan und Heldt,  1972). 

Einige Pflanzen kSnnen jedoeh neben CO~ auch im AuBenmedium 
verffigbares HCO a- fiir die Photosynthese verwenden (s. Raven, 1970), 
darunter  Scenedesmus (0sterlind, 1950; Hess et al., 1967). Es ersehelnt 
sinnvoll, zu untersuehen, ob diese Fi~higkeit yon der Carboanhydrase- 
~ktivit~t ~bhi~ngt. Eine solche Untersuehung wird durch die Beobach- 
tung yon Reed und Graham (1968) ermSglicht, wonach Adaptation yon 
Griinalgen an erhShte CO~-Konzentra~ionen eine Verminderung der 
Carboanhydraseaktivit~t  bewirkt. 

Vorversuche mit  Scenedesmuskulturen, die an 0,03 bzw. 1,5% COe 
adaptiert  waren, ergaben, dab bei erniedrigtem Carboanhydrasespiegel 
die ]ichtinduzierte Cl--Aufnahme spezifiseh gehemmt ist. In  dieser 
Arbeit wird fiber das un~rschiedliehe Verhalten yon Scenedesmus- 
kulturen mit  hohem bzw. niedrigem Carboanhydrasespiegel gegenfiber 
C1- und HCO 3- beriehtet. 

Material und Methoden 
Synchronkulturen yon Scenedesmus obliquus (Stamm D3) wurden bei 30~ mit 

Luft -~1,5% CO~ begast und abweehselnd 16 h mit 20.103 lux beleuehtet und 8 h 
verdunkelt. Zu Beginn jeder Lichtperiode wurden sie mit frischer Knopscher 
N~hrlSsung (C1--frei; Fe-EDTA-Komplex star FeSO 4, siehe Ruppel, 1962; 4 Trop- 
fen/1 Hoagland A--Z SpurenelementlSsung zugeftigt) auf 3.10 ~ Zellen/ml verdfinnt. 
Die Algen verzehnfaehen etwa ihre Zellzahl pro Tag und teilten sieh vor Lieht- 
begilm. 

,,C02-adaptierte" Algen wurden 7 h nach der Verdfinnung direkt, ,,luftadap- 
tierte" Algen zum gleichen Zeitpunkt aber nach 2 h Belfiftung mit Normalluft 
(0,03% CO2) erhalten. COa-adaptierte Algen nehmen innerhalb der 2. Versuchs- 
sttmde die Eigensehaften luftadaptierter Algen an. Die Versuehe wurden daher 
stets auf 1 h begrenzt. 

Die Versuehe wurden nach der Durchfluflmethode (Findenegg etal., 1971) 
durchgeffihrt. Mit ihrer ttilfe k5nnen kurzzeitige Stoffaufnahme- bzw. -abgabe- 
perioden empfindlicher und mit besserer zeitlicher AuflSsung registriert werden 
als mit der fibliehen Gef~Bmethode. Aul]erdem werden diese ~nderungen bei 
konstauter Zusammensetznng des die Algen umgebenden Mediums gemessen, da 
dieses st~ndig ernenert wird. 

Vor dem Versueh wurden die Algen mit einer peristaltisehen Pumpe in die 
luftblasenfrei mit VersuchslSsung geffillte Algenkammer des umgedrehten Ver- 
suehsgef~Bes (Abb. l) gepumpt. Sie verteilten sich fiber dem dort eingespannten 
l~Iembranfilter (PorengrSBe 8,0 [zm) gleichm~13ig. Ansehlieflend wurde Versuehs- 
15sung (je naeh gewiinschtem pH-Wert 5 mM MES, ttEPES bzw. Glycin; 2 mM 
NaOH und Zus~tze) naehgepumpt (2,8 ml/min), das Gef~LI3 in seine normale Lage 
gebracht und die MeBelektroden von oben direkt auf den Membranfilter aufgesetzt. 
Die strSmende VersuchslSsung preflte nun die Algen naeh oben gegen den Filter 
und wurde unmittelbar naeh ihrem Durehtritt dureh Algen und Filter yon den 
Elektroden analysiert (0~-Elektrode: Yellow Springs Instruments, stabfSrmig; 
Cl--Elektrode: Metrohm EA 306/C1). Ein Licht-Dunkel-Weehsel (Beleuehtungs- 
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Abb. 1. Versuehsgef~B 

stKrke 50-10 a lux) im Versuch machte sieh mit etwa 10 s Verz6gerungszeir an den 
E[ektroden bzw. in den registrierten Kurven bemerkbar. Bei den Versuchen fiber 
die C1--Aufnahme wurden etwa 100 mg Frischgewicht Algen (entsprechend 500 [zg 
Chlorophyll) eingesetzt. Um Bl~isehenabscheidung im Elektrodenraum zu ver- 
hindern, wurde die VersuchslSsung vor dem Versuch kurz an der Wasserstrahl- 
pumpe entliiftet. Bei den Versuehen iiber die HCO3--Verwertung (10 mg Frisch- 
gewicht Algen) wurde sie start dessen bei 35 ~ C 1 h mit C02-freier Luf~ gespfilt und 
anschlieBend ffir 1 rain mit Luft -~4% CO 2 begast. Eine weitere Zugabe yon CO 2 
zur VersuehslSsung bewirkte weder bei hohem noeh bei niedrigem pH-Wert eine 
Steigerung der O2-Entwicklung der Algen. 

Zur Messung der Carboanhydraseaktivit~t wurden die Algen (etwa 1 g Frisch- 
gewieht) aus 1 1 N~hrlSsung abzentrifugiert, mit kaltem 0,05 M Na-phosphatpuffer 
-~5 mM Cystein (pit 8,3) gewaschen und in 25 ml des gleichen Mediums in einem 
]~raun-Zellhomogenisator (Typ 2876) 1 min unter Kiihlung homogenisiert, wobei 
die meisten Zellen zerstSrt wurden und die Temperatur nieht fiber 15~ anstieg. 
Zur Aktivit~tsbes$immuug (vgl. Carter, I972) wurden zu 2 mt Homogenisiermedium 
bzw. Algenhomogenat (2~ 2 ml C02-ges~ttigtes Wasser (0~ zugeffigt und die 
Gesehwindigkeit der pH-~mderung registriert. Im gekoehten Homogenat ~nderte 
sich der pH-Wert gleieh sehnell wie im Homogenisiermedium, d.h. die homogeni- 
sierten Algen ver~nderten die Pufferkapazit~ nieht nennenswert. 

Ergebnisse 
Carboanhydraseaktivitl~t. ,,Luft." und,,CO~-adaptierte" Algen wurden 

auf die Aktivitiit der Carboanhydrase hin untersueht. Tabelle 1 zeigt, dab 
1/20 des Homogenates luftadaptierter Algen die Wirkung wie Homogenat 
CO2-adaptierter Algen hat. Luftadaptierte Algen weisen demnach gegen- 
fiber CO~-adaptierten die 20faehe Carboanhydraseaktivit~t auf. 
9* 
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Tabello 1. Carboanhydraseaktivitiit: Dauer der durch Zusatz yon CO 2 zu 2 ml 
Homogenisiermedium bzw. Algenhomogenat hervorgerufenen pH-Anderung zwi- 

schen pH 7,8 und 7,3. Kontrolle 65 (~: 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 

CO2-adaptier t luftadaptier t 

E 
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Abb. 2 Sauerstoffentwicklung bzw. -verbrauch yon Scenede~mus beim Licht-Dunkel- 
Wechsel. pH 5,8: MES-NaOH; pH 9,2 Glycin-NaOH; 25 ~ C; CO~ bzw. HCO 3- im 

(~rberschul3 vorhanden 

Sauersto//entwicklung. Um zwischen CO~- und HCOs--Verwertung 
unterscheiden zu kSnnen, wurde die Rate der photosynthetischen 
O~-Entwicklung bei Uberangebot yon CO~ bzw. HCOa- bei hohem und 
niedrigem pH-Wert  verglichen. Starke O~-Entwicklung im Licht bei 
pH 9 ]~Bt auf gute Verwertung von HCO3-in der Photosynthese schliel3en. 

Abb. 2 zeig~, dab CO2-adaptierte Zellen im Gegensatz zu luftadap- 
tierten bei pH 9 im Licht kaum 0 2 entwickeln, also kaum HCO 3- ver- 
werten kSnnen. Hingegen besteht im Licht-Dunkel-Unterschied der 
O~-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 
hShere CO~-Konzentra$ionen adap$ierten Algen nich$ 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~ KC1 0,1 mM 

"T 
I Diamox 4,10 "5 M c 

1 ' 10 min 

Abb. 4. Wirkung eines Carboanhydraseinhibitors auf die Chloridaufnahme bzw. 
-ahg&be lufCadap~ier~er Scenedesmuszellen beim Licht-Dunkel-WeehseL MES-NaOH, 

pH 5,8; 25~ KCI 0,i mM 

Chloridtransport. Abb. 3 zeigt die Cl--Aufnahme bzw. -Abgabe yon 
luft- und CO~-adaptierten Kulturen beim Licht-Dunkel-Wechsel. Nut 
luftadaptier~e ZelIen nehmen nach Lichtbeginn etwa 0,3 ~Mol C1-/g 
Frischgewicht auf, die nach Verdunkelung wieder abgegeben werden. 
Die bei C02-adapbierten Algen registrierte und auch bei luftadaptierten 
Algen angedeutete ,,Cl--Abgabe" nach Lichtbeginn wird teilweise dutch 
einen direkten Lichteffekt auf die Cl--sensitive Elektrode, also durch 
einen rein physikalischen Vorgang, vorget~uscht. 

Folgende Befundc sprechen dafiir, dal] die lichtabh~ngige CI--Auf- 
nahme luftadaptierter Algen bei erhShter HCO3--Konzentration ver- 
mindert ist: Zusatz yon 0,1 m)5 KttCOs zur VersuchslSsung (pH 7,1) 
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vermindert die naeh Liehteinschalten aufgenommene Cl--Menge um 
20%; bei piE[ 5,8 ist die aufgenommene C1--Menge ohne besonderen 
Zusatz an I-ICO 8- um 40% grS~er als bei pH 7,1. 

Den Einflul3 des Carboanhydraseinhibitors Diamox (2-Aeetylamino- 
1,3,4-thiadiazol-5-sulfonamid; Acetazolamfd) auf den C1--Transport 
zeigt Abb. 4. Diamox verlangsamt die C1--Aufnahme (Absinken der 
Grundlinie) und verzSgert die liehtinduzierte Aufnahme bzw. die Abgabe 
bei Liehtausschalten (weniger seharfe peaks). 

Da Diamox unter bestimmten Bedingungen auch Photosystem II 
hemm~ (Swader und Jacobsen, 1972), wurde im gleichen Versueh die 
Gesehwindigkeit der O2-Entwicklung zu Liehtbeginn gemessen. Sie 
~nderte sieh nach Zusatz von D[amox um weniger als 3 %. 

Diskussion 

Die Aktiviti~t der Carboanhydrase ist bei COradaptierten Scenedes- 
muskulturen erniedrigt. Das entspricht dem yon Reed und Graham 
(1968) an Chlorella und dem an Chlamydomonas (Nelson et al., 1969) 
gefundene n Verhalten. Werde n CO~-adaptferte Kulturen mit Normalluft 
begas~, so  steigt der Carboanhydrasespiegel wie bei Chlorella (Graham 
et al., 1971)rasch an; so da]~ die Algen nach 2 h in ihren Photosynthese- 
eigenschaften bereits umgestellt sind. 

Die bisherigen Vorstellungen iiber die Funktion der Carboanhydrase 
beruhen meist auf tIemmstoffversUchen. Solche Experimente bei vari- 
iertem pH-Wert Ifihren zu der Annahme, dab dieses Enzym nur zur 
photosynthetischen ItCOa--Verwertung, aber nicht zur C02-Fixierung 
nStig ist; d~bei muBte allerdings versueht werden, die bei versehiedenem 
pH-Wel~ unterschiedliche Inhibitorwirkung auszugleiohen. 0sterlind 
(1952) zeigte an Scenedesmus, dab Cyanid, ein starker Inhibitor der 
Carboanhydrase (Waygood, 1955), die Photosynthese starker hemmte, 
wenn HCO Z statt CO 2 die Kohlenstoffquelle war; Raven (1970) kam an 
Hydrodictyon, Ikemori und Nishida (1968) kamen an Ulva zum gleiehen 
Ergebnis. Die vorliegenden Versuche fiber die 02-Entwieklung luft- und 
CO,.-adaptierter Algen (Abb. 2) best~tigen diese Annahme. 

In Spinatchloroplasten, in denen das Enzym durch Diamox voll- 
standig gehemmt war, lief die Photosynthese immer noeh mit halber 
Gesehwindigkeit ab (Everson, 1969). Dies ist erkli~rbar, wenn die 
Carboanhydrase nur ffir die I-ICO3--Verwertung nStig ist. 

Ebenso auffallend wie die untersehiedliehe O~-Entwieklung luft- und 
CO2-adaptierter Algen bei pH 9,2 ist ihre unterschiedliehe Cl--Aufnahme 
zu Lich~beginn bei pH 5,8. Auch fiber den Zusammenhang yon Carbo- 
anhydrase und C1--Transpor~ liegen, besonders an ~ferisehen (s. Carter, 
1972), aber aueh an pflanzlichen Objekten, Hemmstoffversuche vor. So 
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wie hier Diamox den Cl--Transport beeinflul3t (Abb. 4), hemmte Sul- 
fanilamid den C1--Transport yon Hydrodictyon (Raven, 1970)und 
Na-azid den C1--Transport von Scenedesmus, und zwar viel starker als 
die Atmung, weshalb anhand dieser Ergebnisse eine direkte Hemmung 
des C1--Transportes durch das Azid vermutet wurde (Hope et al., 1974). 
Azid ist als Carboanhydrasehemmstoff bekannt (Waygood, 1955). In 
nicht photosynthetischen Pflanzenteilen wie Karottengewebeseheiben ist 
keine Carboanhydraseaktivit/J.t zu erwarten. Dort hemmt Diamox den 
C1--Transport nicht (Cram 1973). 

Trotzdem wurde angezweifelt, ob der C1--Transport wirklieh yon der 
Carboanhydrase abhs besonders als gefunden wurde, dal3 Carbo- 
anhydrase-hemmende Sulfonamide den Cl--Transport auch in solehen 
tierischen Geweben hemmen, in denen keine Carboanhydraseaktivit/~t 
gemessen werden konnte (Kitahara et al., 1967). Das Fehlen liehtindu- 
zierter Cl--Aufnahme bGi C02-adaptierten Algen (Abb. 3) zeigt erstmals 
unabh/~ngig yon irgendwelehen Hemmstoffen eine Korrelation zwischen 
Carboanhydraseaktivits und C1--Transport. 

Luftadaptierte Algen nehmen nach Lichteinschalten dann viel C1- auf, 
wenn das s Substrat der Photosynthese CO S ist und kaum HCO~- 
zur Aufnahme verfiigbar ist, n~mlieh bei pH 5,8. Das legt die Annahme 
nahe, dal~ C1- in diesem Falle als ,,Ersatz" fiir HCO~- aufgenommen 
wird. Damit stimmt iiberein, dal3 bei pH 7,1 die C1--Aufnahme bei LiGht- 
beginn (lurch Erh6hung der HCOa--Konzentration vermindert werden 
kann. 

Hemmung der C1--Aufnahme durch HCO~- wurde an roten Blut- 
k6rperehen (Gunnet al., 1973), abet auGh an Vallisneria (van Lookeren- 
Campagne, 1957) und Hydrodictyon (Raven, 1968) gefunden. Wenn 
man annimmt, dab luftadaptierte Zellen C1- anstelle yon HCOa- auf- 
nehmen, ist zun/~chst unklar, warum die Nettoaufnahme an C1- nur 
etwa 1 rain andauert, w/~hrend die HCOa--Aufnahme und -Assimilation 
w/~hrend der ganzen Lichtperiode andauert, wie sigh aus der stetigen 
O2-Entwicklung (Abb. 2) ergibt. Nimmt man an, dal~ das C1- in den 
Algen gteichm/~13ig verteilt ist, so ist zu folgern, dal3 die Cl--Konzen- 
tration im Iuneren beim Lichteinsehalten um 0,3 mMol/1 steigt; das ist 
dreimal so viel wie die Konzentration in] Medium. Das dadureh bedingte 
schnelle Ansteigen des Cl--Effluxes kann das rasche Abklingen der 
Nettoaufnahme an C1- bewirken. 

Der Ausfall lichtinduzierter C1--Aufnahme bei CO~-adaptierten Algen 
(Abb. 2) bedeutet, werm C1- yon luftadaptierten Algen als HCOa--Ersatz 
aufgenommen wird, auch den Ausfall lichtinduzierter HCOa--Aufnahme 
bei diesen Algen. Dies 1/~13t auf eine Beteiligung der Carboanhych'ase am 
Transport yon C1- und HCOa- scMieBen. Eine solchG Beteiligung schliel3t 
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abe r  nich~ aus, dab  das  E n z y m  auBerdem, viel le icht  auch w/ihrend des 
Transpor tvorganges ,  die Spa l tung  des I tCO~- ka ta lys ie r t .  

Diese Arbeit wurde dureh eine Sachbeihilfe der Dcutschen Forschungsgemein- 
schaft unterstfitzt. Professor Dr. U. Liittge und Professor Dr. W. Ullrich danke ich 
fiir die Durchsicht des Manuskrip~es. 
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