Planta (Berl.) 131, 105108 (1976)

Planta

© by Springer-Verlag 1976

Lichtbedingte Verinderungen des ATP-Spiegels

einer chlorophyllfreien Chlorella-Mutante
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Changes in ATP-Concentration by Light
in a Chlorophyll-Free Chlorella Mutant

Summary. The total amount of adenine nucleotides
was not changed when non-growing cells of a chloro-
phyll-free, carotenoid-containing mutant of Chlorella
vulgaris Beijerinck (211-11 h/20) were transferred from
darkness into blue light (4 < 550 nm, ~300 pW cm™2).
However the level of ATP increased significantly im-
mediately after the onset of blue illumination, while
that of both ADP and AMP decreased (Table 1).
Induction period, intensity dependency and wave-
length dependency of the light-induced change in ATP-
concentration (Figs. 1-3) resemble those of the long-
known enhancement of respiration by blue light. The
observed increase in ATP does not support the often
proposed idea of enhanced carbohydrate breakdown
being the result of a reduced ATP-level, but rather
seems to arise from enhanced substrate degradation.

Einleitung

Der Abbau endogener Kohlenhydratreserven ist so-
wohl bei griinen als auch chlorophyllfreien Stimmen
der einzelligen Griinalge Chlorella durch Belichtung
mit kurzwellig-sichtbarer Strahlung betrichtlich zu
intensivieren (Kowallik und Gaffron, 1966; Lauden-
bach und Pirson, 1969). Wellenlingen-, O,-, Tem-
peratur- und Hemmstoffabhingigkeit des Abbaus im
Licht (Kowallik, 1971) sprechen trotz des Vorhan-
denseins von microbodies (Codd etal., 1973) und
aktiver Glykolatoxidase (Kowallik und Schmid, 1971)
nicht fiir ein Umschalten auf Photorespiration, lassen

Abkiirzungen: TCE=Trichloressigsaure; gZ=gepacktes Zellvolu-
men

— insbesondere wegen der dariiberhinaus beobachte-
ten identischen Abbauprodukte exogener [**C]Glu-
cose im Dunkel und im Blau (Georgi, 1974) — viel-
mehr eine Beschleunigung der Dunkelatmung vermu-
ten. Eine solche konnte wegen der auch fiir pflanz-
liches Material nachgewiesenen regulativen Einfliisse
von Adeninnucleotiden auf Glykolyseenzyme (s. Tur-
ner und Turner, 1975) beispiclsweise durch Erniedri-
gung des ATP-Spiegels der Zelle zustande kommen.
Wir haben diese Mdglichkeit liberpriift und teilen die
Ergebnisse im vorliegenden mit.

Material und Methodik

Versuchsobjekt war eine chlorophyllfreie, carotinoidhaltige Mu-
tante von Chlorella vulgaris Beijerinck, 211-11 h/20 der Algen-
sammlung des Pflanzenphysiologischen Instituts Gottingen. Ihre
Stammkulturen wurden auf Nahragar+0,5% Glucose bei 16°C
im Dunkeln gehalten, die fiir die Versuche benétigten Zellen in
Fliissigkeit (anorganische Nahrlosung+ 1% Glucose) unter konti-
nuierlicher Luftbegasung bei 30+ 1°C im Dunkeln herangezogen
(Kowallik, 1962).

Fiir die Experimente wurden Zellen aus 10—14 d alten Kultu-
ren am Vorabend auf der Zentrifuge vom Nahrmedium abgeschleu-
dert, dreimal mit dest. Wasser gewaschen, in 0,1 M Phosphatpuffer
pH 6,5 oder — wenn neben ATP auch ADP und AMP bestimmt
werden sollten — in 0,1 M Tridthanolaminpuffer pH 7,5 zu einer
Dichte von rund 70 ul gZ/ml Suspension resuspendiert und in Er-
lenmeyerkolben liber Nacht bei 304+0,1°C im Dunkeln in einer
vom Boden beleuchtbaren Warburgwanne mit 90 Ausschldgen/min
geschiittelt. Anderntags wurden zur gewlinschten Zeit Proben rasch
in Zentrifugengléser pipettiert, die soviel 60%ige TCE enthielten,
daB eine Endkonzentration von 6% resultierte. Flinfminitiges
Schiitteln bei Raumtemperatur fiihrte zu erschdpfender moglicher
Extraktion der Zelladenylate, die nach Abtrennen des Sediments
(2 min bei 5000 U/min) und FEinstellen des Extrakts auf pH 8,0
mittels kauflicher Testkombinationen von Boehringer, Mannheim
(Jaworek et al., 1974) im Uberstand bestimmt wurden.

Die Zuverldssigkeit des ATP-Tests tiberpriiften wir durch Ein-
satz ATP-spaltender Enzyme: Sminiitige Inkubation des TCE-Ex-
trakts einer Algenprobe mit ATPase {Sigma, A-7510) oder Apyrase
(Sigma, A-6132) fithrte im anschlieBenden Test zu einer Extink-
tionsdifferenz von weniger als 10% derjenigen einer Kontrollmes-
sung.
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Als Quelle fiir Blaulicht dienten entweder 4 unter dem Glasbo-
den der Warburgwanne angebrachte Quecksilberhochdrucklampen
(Philips HPL, je 250 W) oder eine Xenonlampe (Osram XBO,
450 W/P), deren Strahlung durch den Wannenboden in die Ver-
suchsgefilie gespiegelt wurde. Im ersten Fall befand sich ein blaues
Plexiglasfilter (Transmission=A<550 nm, max. um 450 nm,
Roehm und Haas, Darmstadt), im zweiten standen Interferenzfilter
(Typ IL, HB=10—14 nm, Schott und Gen., Mainz) im Strahlen-
gang. Die Lichtintensitdt wurde durch Verdndern des Lampenab-
standes und den Einsatz von Grauglasern (Typ NG 5, 1 —5 mm,
Schott und Gen., Mainz) reguliert. Zur Energiemessung benutzten
wir Thermosédule (CA 1) und Spiegelgalvanometer (A 54) von Kipp
und Zonen, Holland.

Das gepackte Zellvolumen wurde in Hamatokritréhrchen nach
Hamburger durch 10miniitige Zentrifugation bei 2200 g bestimmt.

Statistische Auswertung erfolgte nach Pétau (1943).

Ergebnisse

Ruhende, in 0.1 M Tridthanolaminpuffer pH 7,5 sus-
pendierte Zellen der chlorophyllfreien, carotinoid-
haltigen Mutante Nr. 20 von Chlorella vulgaris weisen
im Dunkel einen ATP-Gehalt von 0,45 nmol/pl gZ
auf. Da ein pl Zellsediment bei rund 250 pg Trocken-
masse etwa 1,2x 107 Zellen enthilt, ergibt das fiir
1 mg Trockenmasse einen Gehalt von rund 2 nmol
ATP, fiir die Einzelzelle einen solchen von 3,5—
40% 107 '" mol. Diese Werte stimmen mit dlteren
Angaben fiir griine Chiorellen (Syrett, 1958; Tomova
etal.,, 1971), Ankistrodesmus (Urbach und Kaiser,
1972) und Chlamydomonas (Steup und Pirson, 1974)
gut iiberein. Im Laufe mehrerer Mefstunden bleibt
der ATP-Spiegel bei gleichzeitigem respiratorischem
0,-Verbrauch von rund 1x 10 ® mol/h und pl gZ
konstant.

Im Blaulicht (A< 550 nm), das nach etwa 10minii-
tiger Anlaufzeit zu einer iiber Stunden gleichbleiben-
den Erhohung des Atmungsgaswechsels auf 3—
4% 108 mol O,-Verbrauch/h und pl gZ fiihrt (Ko-
wallik und Gaffron, 1966; Kowallik und Kirst, 1975),
ist der ATP-Spiegel auf 0,70 nmol/ul gZ und damit
auf 156% desjenigen der Dunkelkontrolle erhéht.

Dieser Steigerung entspricht ein Abfall im ADP
und AMP-Gehali, so daB der Gesamtadenylatspiegel
gleich bleibt (Tabelle 1). Die ATP-Zunahme beruht

Tabelle 1. ATP-, ADP- und AMP-Gehalt (nmol/pl gZ) von Chio-
rella vulgaris, chlorophylifreie Mutante Nr. 20 im Dunkel und im
Blau (n=8)

Dunkel Blau Veranderung
AMP 0,20 0,13 —0,07
ADP 1,02 0,84 —0,18
ATP 0,45 0,70 +0,25
Summe 1,67 1,67 +0

danach nicht auf einer Adenylatkinase-katalysierten
Ubertragung energiereicher Phosphatgruppen inner-
halb des Adenylatsystems, sie kommt vielmehr durch
Neubildung energicreicher Phosphatbindungen zu-
stande. Letzteres ist auch anhand der nach Atkinson
und Walton (1967) als ([ATP]+1/2[ADP])/(JATP]
+[ADP]+[AMP]) ausgedriickten Energieladung der
Zelle zu erkennen: sie steigt von 0,57 im Dunkel auf
0,68 im Blau.

Die lichtbedingte Erhohung des ATP-Spiegels ist
schon nach kurzer Bestrahlungsdauer falbar. Im dar-
gestellten Beispiel der Abbildung 1 reichte eine nur
2miniitige Blaubelichtung aus, um ihn um rund 8%
iiber denjenigen der Dunkelkontrolle anzuheben. Vier
Minuten Blaulicht flihrten zu 17%, 15 min zu 32%
und 30 min zu rund 40% Steigerung liber den Dunkel-
wert und damit zu einem Spiegel, der auch bei noch
langerer Lichteinwirkung nur geringfiigig weiter er-
hoht wurde. b »

Den Energiebedarf der lichtbedingten ATP-Zu-
nahme bestimmten wir fiir Blaulicht der Schwer-
punktwellenldnge 455 nm (HB 13 nm). Die dabei zu
etwa Halbsittigung fithrende relative Energie 5 ent-
spricht ohne Beriicksichtigung des Reflexions- und
Absorptionsverlustes durch Spiegel und Wasserbad
5uW cm™? (Abb. 2).

Der dieser Energie entsprechende Quantenbetrag
wurde anschlieBend zur Ermittlung der relativen
Quantenwirksamkeit benutzt, fiir die wir 13 enge
Spektralbereiche von 369 bis 724 nm auswéhlten.
Nach 15, 30, 45 und 60 min wurden der ATP-Gehalt
der Zellen im jeweiligen Licht und der einer stets
parallel laufenden Dunkelkontrolle bestimmt. Abbil-
dung 3 zeigt — stellvertretend fiir die nach allen be-
nutzten Zeiten grundsitzlich gleichen Resultate — an-
hand der 60minitigen Bestrahlung, dal nur Blaulicht
zu einer Erhdhung des ATP-Spiegels fiihrt. Wellen-
langen um 455 nm weisen dabei die grofite Wirksam-
keit auf; die Wirkung nimmt zum linger- und kiirzer-
welligen Bereich gleichermaflen rasch ab. Ob die
Strahlung des nahen UV wieder verstirkt zur ATP-
Bildung fiihrt, ist aus technischen Griinden nicht zu
entscheiden.

Diskussion

Anlaufzeit, Intensitits- und Wellenldngenabhingig-
keit der lichtbedingten Verdnderung im ATP-Spiegel
des untersuchten chlorophyllfreien Stammes von
Chlorella deuten einheitlich darauf hin, daB} diese Ver-
schiebung im Zusammenhang mit dem lange bekann-
ten vermehrten Substratabbau im Licht steht (Kowal-
lik, 1967; Georgi, 1974). Die Art der Beziehung ist
aus den vorhandenen Daten nicht klar ableitbar, so
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Abb, 1. Zunahme des ATP-Gehalts bei
Zellen der chlorophyllfreien
Chlorella-Mutante 211-11 h/20 in
Abhingigkeit von der Bestrahlungszeit mit
Blaulicht (2 <550 im; ~300 oW cm ™ 2).
0,1 M Phosphatpuffer pH 6,5; 30 +0,1°C.
Verschiedene
Symbole=zusammengehdrende MeBreihen;
n/MeBpunkt = durchschnittlich 4.
Senkrechte Balken=mittlere Abweichung
vom Mittelwert

Abb. 2. ATP-Zunahme bei Zellen der
chlorophyllfreien Chilorella-Mutante
211-11 h/20 nach 30minitiger Bestrahlung
mit Blaulicht {A_,, 455 nm, HB 13 nm)
verschiedener Intensitat; 30+ 0,1°C.
n=durchschnittlich 6

Abb. 3. ATP-Zunahme bei Zellen der
chlorophyllfreien Chlorella-Mutante
211-11 h/20 nach 60mindtiger Bestrahlung
mit quantenstromgleichem Licht
verschiedener Wellenlingen

(2455 nm=~5puW cm ™).

0,1 M Phosphatpuffer pH 6,5; 30+0,1° C.
n bel 1 < 525 nm =durchschnittlich 22,
bei A > 525 nm =durchschnittlich 11.
ATP-Gehalt der belichteten Probe in
Prozent desjenigen der jeweils parallelen
{®——#) oder der mittleren {0---0)
Dunkelprobe; senkrechte Balken =mittlere
Abweichung vom Mittelwert
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da3 zur Zeit nur diesbeziigliche Moglichkeiten disku-
tiert werden koénnen. Dazu erscheint die Annahme
vertretbar, dall die beobachteten Verdnderungen
(auch) die Verhiltnisse im Cytoplasma widerspiegeln:
Denn wenn auch keine direkten Daten fiir die intra-
zelluldre Verteilung des Nucleotids vorliegen, so ma-
chen der Befund einer fordernden Blaulichtwirkung
auf die Girung einerseits (Kowallik, 1969) und die
heutigen Vorstellungen iiber die Photophosphorylie-
rung andererseits die Moglichkeit einer spezifischen
Festlegung von ATP im Mitochondrion oder in der
Plastide, den in diesem Zusammenhang sicher wich-
tigsten Zellkompartimenten, nicht wahrscheinlich.

Trifft diese Annahme zu, so ist zunéchst die nahe-
liegende, schon in der Einleitung geduBerte Vermu-
tung, der im Licht gesteigerte Substratabbau resultiere
aus einer durch Herabsetzen des cytoplasmatischen
ATP-Spiegels bedingten Verminderung der allosteri-
schen Hemmung glykolytischer Enzyme, nicht weiter
aufrecht zu erhalten.

Bleibt man beim Konzept einer entscheidenden
Regulation des Substratdurchsatzes mittels der Ade-
nylate, so kénnte einmal der Verlust der Regulierbar-
keit, zum andern eine Neubildung ATP-regulierter
Enzyme im Licht zum gleichzeitigen Anstieg von Sub-
stratdurchsatz und ATP-Gehalt fithren. Ein die ATP-
Regulation unterbindender Lichteffekt ist fiir isolierte
Phosphofructokinase aus Schafherz beschrieben (Ahl-
fors und Mansour, 1969), eine Neusynthese im Blau
fiir die Pyruvatkinase der hier bearbeiteten chloro-
phyllfreien Alge wahrscheinlich gemacht worden
(Kowallik und Ruyters, 1976). Ob ersteres in intakten
pflanzlichen Zellen auftritt, ist unbekannt; und zum
sicheren Nachweis der PK-Neusynthese bedarf es ei-
ner Bestrahlungszeit von mehreren Stunden, wihrend
die Zunahme von ATP und Atmungsgaswechsel
schon nach 5 min faBbar, nach 30 min bereits gesit-
tigt sind.

Zieht man deshalb auch andere Regulationsmdg-
lichkeiten in Betracht, so fiihrt der beobachtete ver-
mehrte Anfall von Hexosen und Hexosephosphaten
Monojodacetat-vergifteter Chlorellen im Blau (Ko-
wallik und Ruyters, 1976) zur Annahme einer lichtbe-
dingten Beschleunigung des im Dunkel begrenzend
wirkenden Substratzustroms aus dem Speicherkom-
partiment. In Verfolgung dieses Gedankens iiberprii-
fen wir zur Zeit sowohl die Moglichkeit einer Beein-
flussung der Plastidenmembran, als auch die einer
Aktivierung der Stirke-abbauenden Enzyme Amylase
und Phosphorylase durch Licht.

An einigen Grundversuchen war Frl. Dipl.-Biol. Renate Kirst
beteiligt. Wir danken Frl. Iris Pischel fir technische Assistenz,
der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir finanzielle Unterstiit-
zung.
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