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Lichtbedingte Veriinderungen des ATP-Spiegels 
einer chlorophyllfreien Chlorella-Mutante 

Wolfgang Kowallik und Irmgard Scheil 
Botanisches Institut der Universitfit, Gyrhofstr. 15, D-5000 K61n, Federal Republic of Germany 

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 
vulgar& Beijerinck (211-11 h/20) were transferred from 
darkness into blue light ()~ < 550 nm, ~ 300 laW 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 grfinen als auch chlorophyllfreien Stfimmen 
der einzelligen Grfinalge Chlorella durch Belichtung 
mit kurzwellig-sichtbarer Strahlung betr/ichtlich zu 
intensivieren (Kowallik und Gaffron, 1966; Lauden- 
bach und Pirson, 1969). Wellenlfingen-, 02-, Tem- 
peratur- und Hemmstoffabh/ingigkeit des Abbaus im 
Licht (Kowallik, 1971) sprechen trotz des Vorhan- 
denseins von microbodies (Codd et al., 1973) und 
aktiver Glykolatoxidase (Kowallik und Schmid, 1971) 
nicht fiir ein Umschalten auf Photorespiration, lassen 

Abkiirzungen : T C E :  Trichloressigs~iure; gZ  = gepacktes  Ze l lvo lu-  
m e n  

- insbesondere wegen der dariiberhinaus beobachte- 
ten identischen Abbauprodukte exogener [14C]Glu- 
cose im Dunkel und im Blau (Georgi, 1974) - viel- 
mehr eine Beschleunigung der Dunkelatmung vermu- 
ten. Eine solche k6nnte wegen der auch fiir pflanz- 
liches Material nachgewiesenen regulativen Einflfisse 
von Adeninnucleotiden auf Glykolyseenzyme (s. Tur- 
ner und Turner, 1975) beispielsweise durch Erniedri- 
gung des ATP-Spiegels der Zelle zustande kommen. 
Wir haben diese M6glichkeit fiberprfift und teilen die 
Ergebnisse im vorliegenden mit. 

Material und Methodik 

Versuchsobjekt war eine chlorophyllfreie, carotinoidhaltige Mu- 
tante von Chlorella vulgar& Beijerinck, 211-11 h/20 der Algen- 
sammlung des Pflanzenphysiologischen Instituts G6ttingen. Ihre 
Stammkulturen wurden auf NS.hragar+0,5% Glucose bei 16~ 
im Dunkeln gehalten, die ffir die Versuche ben6tigten Zellen in 
Flfissigkeit (anorganische Nfihrl6sung+ 1% Glucose) unter konti- 
nuierlicher Luftbegasung bei 30_+ I~ im Dunkeln herangezogen 
(Kowallik, 1962). 

Ffir die Experimente wurden Zellen aus 10-14 d alten Kultu- 
ren am Vorabend auf der Zentrifuge vom Nfihrmedium 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,i M Trifithanolaminpuffer pH 7,5 zu einer 
Dichte von rund 70 gl gZ/ml Suspension resuspendiert und in Er- 
lenmeyerkolben fiber Nacht bei 30+0,1~ im Dunkeln in einer 
vom Boden beleuchtbaren Warburgwanne mit 90 Ausschl/igen/min 
geschtittelt. Anderntags wurden zur gew/inschten Zeit Proben rasch 
in Zentrifugenglfiser pipettiert, die soviel 60%ige TCE enthielten, 
dab eine Endkonzentration von 6% resultierte. Ffinfminfitiges 
Schfitteln bei Raumtemperatur ffihrte zu ersch6pfender m6glicher 
Extraktion der Zelladenylate, die nach Abtrennen des Sediments 
(2 rain bei 5000 U/min) und Einstellen des Extrakts auf pH 8,0 
mittels kguflicher Testkombinationen von Boehringer, Mannheim 
(Jaworek et al., 1974) im Oberstand bestimmt wurden. 

Die Zuverl/issigkeit des ATP-Tests/iberprfiften wir dutch Ein- 
satz ATP-spaltender Enzyme: 5minfitige Inkubat~on des TCE-Ex- 
trakts einer Algenprobe mit ATPase (Sigma, A-7510) oder Apyrase 
(Sigma, A-6132) fiihrte im anschlieBenden Test zu einer Extink- 
tionsdifferenz yon weniger als 10% derjenigen einer Kontrollmes- 
sung. 
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Als Quelle ffir 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- 
suchsgef/iBe gespiegelt wurde. Im ersten Fall befand sich ein blaues 
Plexiglasfilter (Transmission=2<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 Lichtintensit/it wurde durch Verfindern des Lampenab- 
standes und den Einsatz von Grauglgsern (Typ NG 5, 1 - 5  mm, 
Schott und Gen., Mainz) reguliert. Zur Energiemessung benutzten 
wir Thermos/iule (CA 1) und Spiegelgalvanometer (A 54) von Kipp 
und Zonen, Holland. 

Das gepackte Zellvolumen wurde in Hfimatokritr6hrchen nach 
Hamburger durch 10minfitige Zentrifugation bei 2200 g bestimmt. 

Statistische Auswertung erfolgte nach P/itau (1943). 

Ergebnisse 

Ruhende, in 0.1 M Tri/ithanolaminpuffer pH 7,5 sus- 
pendierte Zellen der chlorophyllfreien, carotinoid- 
haltigen Mutante Nr. 20 von ChloreIIa vulgaris weisen 
im Dunkel einen ATP-Gehalt yon 0,45 nmol/lal gZ 
auf. Da ein gl Zellsediment bei rund 250 ~tg Trocken- 
masse etwa 1,2 x 10 ~ Zellen enth/ilt, ergibt das ffir 
1 mg Trockenmasse einen Gehalt yon rund 2 nmol 
ATP, ffir die Einzelzelle einen solchen von 3 ,5-  
4,0• 10 -17 mol. Diese Werte stimmen mit filteren 
Angaben ffir grfine Chlorellen (Syrett, 1958 ; Tomova 
et al., 1971), Ankistrodesmus (Urbach und Kaiser, 
1972) und Chlamydomonas (Steup und Pirson, 1974) 
gut fiberein. Im Laufe mehrerer MeBstunden bleibt 
der ATP-Spiegel bei gleichzeitigem respiratorischem 
O2-Verbrauch von rund 1 x 10 8 mol/h und I-tl gZ 
konstant. 

Im Blaulicht (2 < 550 rim), das nach etwa 10minfi- 
tiger Anlaufzeit zu einer fiber Stunden gleichbleiben- 
den Erh6hung des Atmungsgaswechsels auf 3 -  
4 x 10- 8 tool O2-Verbrauch/h und gl gZ ftihrt (Ko- 
wallik und Gaffron, 1966; Kowallik und Kirst, 1975), 
ist der ATP-Spiegel auf 0,70 nmol/gl gZ und damit 
auf 156% desjenigen der Dunkelkontrolle erh6ht. 

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

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

Die lichtbedingte Erh6hung des ATP-Spiegels ist 
schon nach kurzer Bestrahlungsdauer faBbar. Im dar- 
gestellten Beispiel der Abbildung 1 reichte eine nur 
2mintitige Blaubelichtung aus, um ihn um rund 8% 
fiber denjenigen der Dunkelkontrolle anzuheben. Vier 
Minuten Blaulicht ffihrten zu 17%, 15 min zu 32% 
und 30 min zu rund 40% Steigerung fiber den Dunkel- 
wert und damit zu einem Spiegel, der auch bei noch 
15_ngerer Lichteinwirkung nur geringffigig weiter er- 
h6ht wurde. 

Den Energiebedarf der lichtb~dingten ATP-Zu- 
nahme bestimmten wir ftir Blaulicht der Schwer- 
punktwellenlfinge 455 nm (HB 13 nm). Die dabei zu 
etwa Halbsfittigung ffihrende relative Energie 5 ent- 
spricht ohne Berficksichtigung des Reflexions- und 
Absorptionsverlustes durch Spiegel und Wasserbad 
5 ~tW cm-2 (Abb. 2). 

Der dieser Energie entsprechende Quantenbetrag 
wurde anschliel3end zur Ermittlung der relativen 
Quantenwirksamkeit benutzt, ftir die wir 13 enge 
Spektralbereiche von 369 bis 724 nm auswfihlten. 
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 ffir die nach allen be- 
nutzten Zeiten grunds/itzlich gleichen Resultate - an- 
hand der 60minfitigen Bestrahlung, dab nur Blaulicht 
zu einer Erh6hung des ATP-Spiegels ffihrt. Wellen- 
lfingen um 455 nm weisen dabei die gr6Bte Wirksam- 
keit auf; die Wirkung nimmt zum l~mger- und kfirzer- 
welligen Bereich gleichermaBen rasch ab. Ob die 
Strahlung des nahen UV wieder verst~rkt zur ATP- 
Bildung ffihrt, ist aus technischen Grfinden nicht zu 
entscheiden. 

Tabelle 1. ATP-, ADP- und AMP-Gehalt (nmol/gl gZ) von Chlo- 
rella vulgaris, chlorophyllfreie Mutante Nr. 20 im Dunkel und i m 
Blau (n=8) 

Dunkel Blau Verfinderung 

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 

Diskussion 

Anlaufzeit, Intensitfits- und Wellenl~ingenabhfingig- 
keit der lichtbedingten Verfinderung im ATP-Spiegel 
des untersuchten chlorophyllfreien Stammes yon 
ChlorelIa 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 211-1 l h/20 in 
Abh/ingigkeit vonde r  Bestrablungsze[t mit 
Blaulicht (A < 550 nm; ~ 300 !aW cm-  2). 
0,1 M Fhosphatp~ffer pH 6,5; 30_+0,I~ 
Verschiedene 
Symbo]e = zusammengeh6rende Megreihen; 
n/MeBpunkt = durchschnittlich 4. 
Senkrechte Balken = mittlere Abweichung 
vom Mittelwert 
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Abb. 2. ATP-Zunahme bei Zelten der 
chlorophyllfreien Chlorella-Mutante 
2t 14 t h/20 nach 30mmfitiger Bestrahlung 
mit BIaulicht ( 2 ~  455 rim, HB I3 urn) 
verschiedener Intensitgt; 30 +_ 0,1 ~ C. 
n = durchschniltlich 6 

--J 

.s 

(.9 
r 

o o 
X 

130- 

120 

110- 

100 

cO ~ kC? CO~O 
I I P b 

400 &50 500 550 600 650 700 nm 

Abb. 3. ATP-Zunahme bei Zellen der 
chlorophyllfreien Chlorella-Mutante 
211-11 h/20 nach 60mmtitiger Bestrahlung 
mit quantenstromg[eichem Licht 
verschiedener Wellenl~ingen 
(,1, 455 n m =  ~5  gW cm-  2). 
0,1 M Phosphatpuffer pH 6,5; 30_+0,1~ C. 
n bei ~. < 525 nm=durchschnit t l ich 22, 
bei A > 525 am =durchschnittlich t 1. 
ATP-Gehatt der belichteten Probe in 
Prozent des]enigen der ]eweiis paralIelen 
( o - - o )  oder der mittleren ( o - - - o )  
Dunkelprobe; senkrechte Balken=mittlere 
Abweichung vom MitlelwerI 
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dab  zur  Zei t  nu t  diesbezfigliclae M6gl i chke i t en  disku-  
t ier t  werden k6nnen .  D a z u  erscheint  die A n n a h m e  
ver t re tba r ,  dab  die  beobach t e t en  Ver~inderungen 
(auch) die  Verh~iltnisse im C y t o p l a s m a  widersp iege ln :  
D e n n  wenn auch  keine  d i rek ten  D a t e n  ffir die in t ra-  
zellulfire Ver te i lung des Nuc leo t id s  vorl iegen,  so ma-  
chen der  Befund einer  f6 rde rnden  Blau l i ch twi rkung  
au f  die G/ i rung  einerseits  (Kowal l ik ,  1969) und  die 
heut igen  Vors te l lungen  fiber die P h o t o p h o s p h o r y l i e -  
rung andererse i t s  die M6g l i chke i t  e iner  spezif ischen 
Fes t l egung  von  A T P  im M i t o c h o n d r i o n  oder  in der 
Plas t ide ,  den in d iesem Z u s a m m e n h a n g  sicher wich- 
t igs ten Z e l l k o m p a r t i m e n t e n ,  n icht  wahrscheinl ich .  

Trif f t  diese A n n a h m e  zu, so ist zunfichst  die nahe-  
l iegende,  schon in der  Ein le i tung  gefiul3erte Vermu-  
tung,  der  im Lich t  gesteigerte  S u b s t r a t a b b a u  resul t iere  
aus e iner  durch  Herabse t zen  des cy top l a sma t i s chen  
ATP-Sp iege l s  bed ing ten  Ve rminde rung  der  a l loster i -  
schen H e m m u n g  g lykoly t i scher  Enzyme,  n icht  weiter  

auf rech t  zu erhal ten.  
Bleibt  m a n  be im K o n z e p t  einer en t sche idenden  

R e g u l a t i o n  des Subs t r a tdu rchsa t zes  mit te ls  der  Ade-  
nylate ,  so k6nn te  e inmal  der  Ver lus t  der  Regu l i e rba r -  
keit ,  zum ande rn  eine N e u b i l d u n g  ATP- regu l i e r t e r  
Enzyme  im Licht  zum gleichzei t igen Ans t ieg  von  Sub-  
s t r a tdu rchsa t z  u n d  A T P - G e h a l t  ffihren. Ein die  A T P -  
Regu l a t i on  u n t e r b i n d e n d e r  Lichtef fekt  ist ffir isol ier te  
P h o s p h o f r u c t o k i n a s e  aus  Schafherz  beschr ieben  (Ahl-  
fors und  M a n s o u r ,  1969), eine Neusyn these  im Blau 
ffir die Py ruva t k ina se  der  hier  bea rbe i t e t en  ch lo ro-  
phyl l f re ien  Alge  wahrsche in l ich  gemach t  worden  
( K o w a l l i k  u n d  Ruyters ,  1976), O b  ersteres in i n t ak t en  
pf lanz l ichen  Zel len  auft r i t t ,  ist u n b e k a n n t ;  und  zum 
sicheren Nachwe i s  der  P K - N e u s y n t h e s e  b e d a r f  es ei- 
ner  Bes t rah lungsze i t  von mehre ren  S tunden ,  wfihrend 
die Z u n a h m e  von  A T P  und  Atmungsgaswechse l  
schon  nach  5 rain fal3bar, nach  30 min  berei ts  gesfit- 

t igt  sin& 
Zieh t  m a n  desha lb  auch  andere  Regu l a t i onsm6g-  

l ichkei ten  in Betracht ,  so ffihrt der  beobach t e t e  ver- 
mehr t e  Anfa l l  yon  Hexosen  und  H e x o s e p h o s p h a t e n  
M o n o j o d a c e t a t - v e r g i f t e t e r  Chlore l len  im Blau (Ko-  
wal l ik  u n d  Ruyters ,  1976) zur A n n a h m e  einer  l ichtbe-  
d ing ten  Beschleunigung des im D u n k e l  begrenzend  
w i rkenden  Subs t r a t zus t roms  aus dem Spe i che rkom-  
pa r t imen t .  In  Ver fo lgung  dieses G e d a n k e n s  f iberprt i -  
fen wir  zur Zeit  sowohl  die M6gl i chke i t  e iner  Beein- 
f lussung der P l a s t i d e n m e m b r a n ,  als auch  die einer 
A k t i v i e r u n g  der  S t g r k e - a b b a u e n d e n  Enzyme  Amyla se  
und  P h o s p h o r y l a s e  durch  Licht.  

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