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Einleitung

Das Algenwachstum in Seen ist hiufig durch den anorganischen
Nihrstoff Phosphat limitiert (SCHINDLER, 1977). Die vermehrte Zufuhr
dieses Ions bewirkt daher eine Zunahme der Phytoplanktonmenge und
kann im unerwiinschten Extremfall zu massenhaftem Auftreten einer
oder weniger Arten fiihren, eine Erscheinung, die bekanntlich als
,»Algenbliite” bezeichnet wird. Es gehort zu den Aufgaben der
Limnologen, die Ursachen fiir das Ansteigen des Nihrstoffgehaltes im
Gewisser zu lokalisieren und ihre Auswirkungen zu quantifizieren.

Im Zusammenhang mit diesem Gewissermanagementproblem
taucht bei dem Versuch, die Phytoplanktonproduktion mathematisch zu
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modellieren, immer wieder die Frage auf, wie das phosphatlimitierte
Algenwachstum von der vorliegenden Konzentration an Orthophosphat
abhingt. Eine wichtige Etappe auf dem Weg zur Klirung dieses — wie man
inzwischen weifl — recht schwierigen Problems ist die Aufklirung des
Mechanismus der Inkorporation von Phosphat, da man erwarten kann,
daf} dieser Prozefl das phosphatlimitierte Wachstum ganz entscheidend
reguliert.

Es ist jedoch nicht nur dieser eine Aspekt der limnologischen Praxis,
der die Phosphatinkorporation so interessant macht. Versuche mit
kontinuierlichen Kulturen haben gezeigt, daf8 das phosphatlimitierte
Algenwachstum besonders deutlich jene Charakteristika aufweist, die bei
diesen Organismen ganz allgemein beim nihrstofflimitierten Wachstum
beobachtet werden. Algenphysiologen haben daher den Zusammenhang
zwischen Phosphataufnahme und Algenwachstum studiert, um Einblicke
in das komplexe Problem der Nihrstoffregulation dieser Vorginge zu
erhalten. Auch war die Frage interessant, welche molekularen Ablaufe bei
derdVerwertung geringster Phosphatmengen fiir das Wachstum beteiligt
sind.

Obwohl hier Aspekte ein und desselben biochemischen Prozesses
von den zwei Disziplinen Limnologie und Algenphysiologie studiert
wurden, war der interdisziplinire Informationsaustausch zwischen den
beiden Forschungsrichtungen erstaunlich gering, ein Umstand, auf den
mehrere Autoren bei der Diskussion der noch ungeklirten Probleme
hingewiesen haben (NALEwAJKO und LEAN, 1978; BROWN et al., 1978).
Parallel nebeneinander haben sowohl die limnologischen als auch die
physiologischen Untersuchungen letzten Endes zu einem Ergebnis
getiihrt, das weitere Einblicke in die Abhingigkeit des phosphatlimitier-
ten Algenwachstums von der externen Phosphatkonzentration ver-
wehrte; es stellte sich nimlich heraus, daff es eine bestimmte minimale
Phosphatkonzentration gibt, bei der die Nettoaufnahme und daher das
Algenwachstum zum Erliegen kommt. Wird diese Konzentration jedoch
geringfiigig iiberschritten, so setzt das Wachstum ein. Es konnte nicht
geklirt werden, wovon diese Minimalkonzentration abhingt und welche
Gesetzmifligkeiten die Phosphataufnahme beim Uberschreiten dieser
Konzentration bestimmen.

Mit der vorliegenden Beschreibung der Phosphataufnahme wird
versucht, dieses Phinomen im Spiegel der beiden Disziplinen Limnologie
und Physiologie zu beleuchten. Dabei soll im ersten Teil mit der
Schilderung der Freilandbeobachtungen in Gewissern auf die physio-
logisch interessanten Fragestellungen hingewiesen werden, die diese
Beobachtungen aufgeworfen haben.

Der zweite Teil ist den wachstumsphysiologischen Untersuchungen
gewidmet, die, wenn schon keine Beantwortung, so doch eine
Prizisierung dieser Fragestellungen erlauben. Die beiden ersten Teile
sollen somit einleitend die verschiedenen Facetten der Phosphataufnahme
vorstellen.
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Der dritte Teil soll nun zeigen, welche Wege beschritten wurden, um
diesen Prozefl auf molekularer Basis zu verstehen.

Im vierten und letzten Teil soll schliefflich demonstriert werden, auf
welche Weise die Ergebnisse dieser biochemischen Untersuchungen
verwendet werden konnen, um eine Aussage iiber das Auftreten von
Algenbliiten im Gewisser zu ermdglichen.

1. Die Phosphatinkorporation durch Phytoplankton in Gewissern

Die Messung der Photosyntheseraten in Freilandproben, die dem See
unmittelbar entnommen worden waren, erlaubt die Quantifizierung eines
wichtigen Teiles des ,,Kohlenstoffkreislaufs Es ist daher nicht
verwunderlich, dafl Limnologen versuchten, in dhnlicher Weise durch
eine Messung der Phosphataufnahme bei Algen Einblicke in die Dynamik
des Phosphorkreislaufs zu gewinnen.

Schon die ersten Freilandbeobachtungen der Phosphataufnahme
fiihrten zu der Schlufifolgerung, dafl Algen unter natiirlichen Bedingun-
gen in der Lage sind, angebotenes Phosphat rasch aufnehmen und in
groflen Mengen speichern zu konnen. So zeigte ein im Jahr 1941 von
EINSeLE durchgefiihrtes Experiment, bei dem er in zwei Portionen 94 kg
Phosphat in den Schleinsee einbrachte, dafl das zugesetzte Ortho-
phosphat nach wenigen Tagen praktisch nicht mehr nachweisbar war.
Gleichzeitig inderte sich das Verhiltnis des Gehaltes der Phosphor- zu
den Stickstoffverbindungen in den Algen von 1:20 auf 1:3. Offenbar
hatten die Algen im Freiland ein Vielfaches ihres urspriinglichen
Phosphatgehaltes inkorporiert, eine Eigenschaft, die man bei Mikro-
organismen immer dann findet, wenn deren Wachstum vorher durch den
Nahrstoff Phosphat limitiert worden war, wie physiologische Unter-
suchungen sehr bald ergaben; diese Untersuchungen zeigten auch, daf§
das iiber die augenblicklich benétigte Menge hinaus gespeicherte
Phosphat in Form von Polyphosphaten vorliegt und bei Bedarf wieder
abgebaut werden kann (SMITH et al., 1954; WiLkiNsoN und DuGuID, 1960;
HaroLp, 1964). Liss und LANGEN(1962) nannten dieses Phinomen
»»Phosphatiiberkompensation. Damit war klar, dafl kein einfacher
Zusammenhang zwischen Phosphatinkorporation und Wachstum exi-
stieren kann.

EINSELES Freilandexperiment im Schleinsee folgten noch in den
fiinfziger Jahren eine Reihe weiterer Untersuchungen, mit denen die
Phosphataufnahme von Algen unter natiirlichen Bedingungen studiert
wurde. Sie sollen hier kurz beschrieben werden, weil sie einerseits sehr
informativ sind und andererseits in dieser Form wohl nicht mehr
durchgefiihrt werden kdnnen, da hier zu Meflzwecken kleine Seen mehr
oder weniger homogen radioaktiv mit 32P-Phosphat markiert worden
waren. HUTCHINSON und BOwEN schiitteten in den Linsley Pond 1947
10 mCi und 1950 70 mCi 32P-Phosphat und bestimmten die Anderung der
spezifischen Aktivitit im Seston und im Filtrat in einer Reihe vertikal
entnommener Proben. Auf diese Weise konnten sie das Schicksal des von
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den Algen aufgenommenen Phosphats verfolgen und gelangten so zu
lehrreichen Einblicken in die Austauschvorginge zwischen dem Littoral,
Epilimnion und Hypolimnion. Auch hier zeigte sich, daff das Phosphat
sehr rasch in die Algen einfloff. Es wurde erst nach Sedimentation der
Organismen vom Epilimnion ins Hypolimnion wieder freigesetzt. Nach
der schnellen Aufnahme des 32P-Phosphates durch die Algen wurden
dann die im See gelosten organischen Phosphorverbindungen wesentlich
langsamer radioaktiv markiert, wohl ein erster Hinweis darauf, daf} die
Zellmembran der Algen fiir organische Phosphorverbindungen weitge-
hend impermeabel ist.

Auch HAYES et al. (1952) kontaminierten noch einen ganzen See mit
32P_Phosphat und untersuchten die Bewegung des eingebrachten
Radiophosphors. Aus der Abnahme der Radioaktivitit im Wasser und
einem nicht weiter definierten ,,festen Material* (vermutlich hauptsich-
lich aus Phytoplankton bestehend) wurde die ,,Turnoverzeit* abge-
schitzt, also die Zeit, die nétig ist, um das vorhandene Phosphat
umzusetzen. Sie betrug fiir das in Wasser geldste Phosphat 5,4 Tage, fiir
den ,,partikuliren Phosphor® 39 Tage.

Eine wichtige Tracerstudie fithrte H. F. RIEGLER (1956) an einem
ganzen See durch. Auch er fand zunichst eine rasche 32P-Phosphatauf-
nahme wihrend der ersten drei Tage nach Zugabe der radioaktiven Ver-
bindung. In der weiteren Folge blieb jedoch das prozentuale Verhiltnis
zwischen dem gelosten und inkorporierten 32P-Phosphat relativ kon-
stant. RIEGLER schlof} daraus auf eine rasche Gleichgewichtseinstellung
zwischen den beiden Phosphorfraktionen. Er untersuchte die Nettoauf-
nahme von zugegebenem Phosphat durch Algen in Seewasserproben und
kam zu dem wichtigen Befund, dafl die Phosphatkonzentration im
Wasser nach der Zugabe auf Grund des schnell einsetzenden Aufnahme-
prozesses wieder auf den Wert absank, der vor der Zugabe schon vorlag.
Er schlof}: ,,It appears that under natural conditions the concentration of
inorganic phosphate is maintained at a level where the rate of uptake by
plankton is balanced by the rate of loss from plankton and that no increase
of plankton phosphorus is possible unless the water receives in increment
of phosphate from the inflowing water or from the littoral region.*
Offenbar existiert eine Gleichgewichtskonzentration, bei der — wie bei
allen chemischen Gleichgewichten ~ die Hin- und Riickreaktion gleich
schnell abliuft und daher keine Nettophosphatabsorption méglich ist.
Untersuchungen im Laboratorium zeigten, dafl diese Gleichgewichts-
konzentration ausgesprochen gering ist. KuENzLER und KETCHUM (1962)
bestimmten einen Minimalwert von etwa 1nM, bei dem die Nettoauf-
nahme zum Erliegen kommt. Setzt man in dieser Gleichgewichtssituation
32P-Phosphat trigerfrei zu, dann mifit man zunichst nur die Hinreaktion,
die freilich nichts dariiber aussagt, wie rasch die Algen hohere
Phosphatkonzentrationen fiir die Nettoneubildung von Phosphorverbin-
dungen verwerten konnen. Die hier gemessene ,, Turnoverzeit ist der
Reziprokwert der Geschwindigkeitskonstanten der Isotopenaustausch-
reaktion, die ohne biologische Relevanz ist. RIEGLER fand daher in
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Wasserproben eine Turnoverzeit von nur wenigen Minuten, im Gegen-
satz zu HAYES et al. (1952), die eine Zeitdauer von mehreren Tagen
abschitzten. Der Unterschied 1aflt sich, von natiirlichen Schwankungen
einmal abgesehen, auf die Tatsache zuriickfiihren, dafl HayEs et al. bei
ihren Experimenten, bei denen der ganze See radioaktiv markiert worden
war, im wesentlichen den irreversiblen Nettofluff von Phosphat in die
Algenbiomasse verfolgen konnten, wihrend RIEGLER in Seewasserproben
mit dem Tracer den reversiblen Isotopenaustausch bestimmte.

OpuM et al. (1958) folgerten daher, nachdem sie den Austausch von
32P-Phosphat mit der Primarproduktion von marinen Algen verglichen
hatten, dafl keine unmittelbare Beziehung zwischen den beiden Prozessen
bestand. Sie fanden, daf} die Inkorporation von 32P-Phosphat im Licht
und im Dunkeln gleich schnell vor sich ging und eher in einer gewissen
Relation zum Oberflache-Volumen-Verhiltnis der verschiedenen Spezies
stand als zu deren Wachstum. Diese Beobachtung war durchaus richtig
im Lichte des jetzigen Wissens, wonach der Austausch von Tracer im
Gleichgewicht ohne Energieverbrauch vom Phosphatcarrier in der
Zellmembran katalysiert wird (FALKNER et al., 1984 a).

Trotzdem wurde spiter von einigen Autoren immer wieder die
sogenannte ,,Turnoverzeit“ mit Hilfe von 32P-Phosphat gemessen
(RIEGLER, 1964; LEAN, 1973; HALMANN und STILLER, 1974; LEAN und
NALEWAIKO, 1976; NALEWAIKO et al., 1981; PETERS, 1975), obwohl die so
bestimmte reziproke Geschwindigkeitskonstante des Isotopenaus-
tausches nichts tber den viel interessanteren irreversiblen Phosphorflufl
durch das Okosystem See aussagt (d. h. die Geschwindigkeit der Netto-
phosphatinkorporation in die Algenbiomasse in Kombination mit der
darauf folgenden Freisetzung auf Grund von Konsumation und Abbau
durch Sekundirproduzenten). In ihrem Bemiihen, den gemessenen
,»Turnoverzeiten trotzdem eine limnologische Bedeutung zu unterle-
gen, sei der Kuriositit halber eine Arbeit von LEAN und NALEWAJKO
(1979) erwihnt, in der die Autoren versuchen, eine Beziehung zwischen
der Turnoverzeit und der Grofle des Sees herzustellen.

Die Isotopenaustauschmessungen mit 32P-Phosphat fithrten jedoch,
gleichsam als Nebenprodukt, zu der wichtigen Beobachtung, daff die
Bestimmung der Konzentration an gelstem Orthophosphat im See mit
Hilfe der Molybdatmethode ausgesprochen unzuverlissig ist. Ein
Vergleich mit den auf der Basis von Tracerstudien gemessenen Ortho-
phosphatwerten im Freiland ergab, daff die moglichen Fehler-
abweichungen in der Groflenordnung von ein bis zwei Zehnerpotenzen
liegen konnen (RIEGLER, 1968). Diese Beobachtung fithrte zu der
Entwicklung einer enzymatischen Orthophosphatbestimmung fir lim-
nologische Zwecke, die zumindest die Abschitzung der Groflenordnung
der vorliegenden Orthophosphatkonzentration gestattet (PETTERSSON,
1979).

Die Schwierigkeiten bei der Interpretation von 32P-Phosphataufnah-
medaten auf Grund der beiden gleichzeitig ablaufenden Prozesse von



38 G. FALKNER,

Nettophosphatinkorporation und Isotopenaustausch haben verhindert,
dafd 32P-Phosphat dhnlich haufig wie 14C-Carbonat eingesetzt wurde, um
die Primiarproduktion der Algenbiomasse zu studieren. Zwar konnte
gezeigt werden, dafl bei Anwendung hoherer Konzentrationen mit Hilfe
des Tracers praktisch Nettofliisse gemessen werden konnen (FALKNER et
al., 1974; LeaN und NALEWAIKO, 1976). Diese Tatsache wurde jedoch
selten ausgeniitzt, um das Phosphataufnahmesystem einer natiirlichen
Algenpopulation zu charakterisieren und auf diese Weise Einblicke in den
physiologischen Zustand des Phytoplanktons in Hinblick auf das Aus-
maf seiner Phosphatlimitierung zu gewinnen (NALEWAJKO et al., 1981).
STILLER et al. (1978) schreiben: ,,The 32P-phosphate technique is very
appealing by its simplicity. However, we believe that the interpretation of

inetic experiments still lacks an interdisciplinary insight. Ganz
offensichtlich beruhte die Zuriickhaltung bei der Verwendung von 32P-
Phosphat fiir Freilanduntersuchungen auf dem mangelnden Einblick in
den Mechanismus der Phosphatinkorporation. Aus diesem Grund
konnten die gemessenen Daten nicht eindeutig interpretiert werden, und
es blieb unklar, unter welchen Bedingungen der Tracer sinnvoll im
Freiland verwendet werden kann.

2. Die Beziehung zwischen der Phosphataufnahme, dem Poly-
phosphatgehalt und der Wachstumsrate unter phosphatlimitierten
Wachstumsbedingungen

2.1 Die Abhingigkeit des Polyphosphatgehaltes
von der Wachstumsrate

Die frithen Aufnahmestudien im Gewisser und im Laboratorium
hatten ergeben, daff phosphatlimitierte Algen bel einer momentanen
Erhohung der Phosphatkonzentration die erstaunliche Fihigkeit besit-
zen, das angebotene Phosphat rasch in die Zelle gleichsam hineinsaugen
zu konnen, wo es zunichst in grofleren Mengen als Polyphosphat
gespeichert wird. Auch zeigten diese Untersucﬁungen, daf§ sich der
Polyphosphatgehalt der Zelle nicht nur auf Grund einer derartigen
,,nutrient imbalance, sondern auch in Abhingigkeit vom Vermeh-
rungsrhythmus und dem Tageszyklus dndert (OVERBECK, 1963). Damit
war die Frage zu beantworten, ob der durchschnittliche Polyphosphat-
gehalt der Zelle von der Wachstumsrate beeinflufit wird, mit anderen
Worten, ob im steady state des phosphatlimitierten Wachstums die
Geschwindigkeit der Phosphatinkorporation mit der Wachstumsrate
gekoppelt ist.

Dieser ungeklirte Zusammenhang zwischen Phosphataufnahme und
Algenwachstum konnte zunichst am einfachsten mit Hilfe von
kontinuierlichen Zellkulturen in ,,Chemostaten untersucht werden.
Dabei handelt es sich um eine experimentelle Anordnung, die im
wesentlichen aus einem Zuchtgefif§ %esteht, in das kontinuierlich ein
Nihrmedium einfliefit, das nur eine geringe Phosphatmenge enthilt. Das
zufliefende Phosphat wird nun fast quantitativ von den Algen ver-
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braucht. Ein Abflufl in einer bestimmten Hohe sorgt dafiir, dafl im Zucht-
gefifl ein konstantes Fliissigkeitsvolumen V erhalten bleibt. Es ist nun
wichtig, die Zuflufirate f (ml h) des Nihrmediums so zu regulieren, daf}
die Algen in der Kultur immer in der Lage sind, den stindigen Verlust
durch den Abfluff mit ihrer natiirlichen Vermehrung auszugleichen. In
diesem Fall wird das kontinuierliche Auswaschen der Algen auf Grund
der Verdiinnung D = {/V so durch das Wachstum kompensiert, daff die
Algendichte im Zuchtgefifl konstant bleibt.

Folgt das exponentielle Zellwachstum der Beziehung

dx _
de ~ M

wobei p die spezifische Wachstumsrate und x die Zellzahl ist, und wird die
Kultur kontinuierlich verdiinnt, wobei die Zellzahl gemif} der Gleichung
LN
Tde T
standig abnimmt, so setzt sich die Anderung der Zellzahl der Kultur aus
der Summe beider Prozesse zusammen (HERBERT et al., 1956):
& D
g~ W~ Dx
Hat sich dann eine konstante Zellzahl im steady state eingestellt, so
ist dx/dt = 0 und daher die Verdiinnung gleich der Wachstumsrate D = p.
MonoD (1942) verkniipft nun die Wachstumsrate dx/dt mit der
Geschwindigkeit der Aufnahme des limitierenden Substrats, ds/dt:

a_ s
Q.dt T de

Der Proportionalititsfaktor Q gibt an, wieviel Substrat pro Zelle
inkorporiert wird (die sogenannte Zellquote [cell quota]: Droop, 1968).
Q setzt sich im Fall des Phosphats aus (?em Gehalt an cytoplasmatischem
Orthophosphat, organischen Phosphorverbindungen und Polyphospha-
ten pro Zellzahl zusammen. Man erkennt unschwer, dafl zwischen der
geringen, im Chemostat verbleibenden steady-state-Phosphatkonzentra-
tion 3p, der Reservoirkonzentration im zufliefenden Medium sg und der
konstanten Biomasse % die einfache Beziehung

(SR — Sp)

Q=""%

besteht. Es wurde zunichst allgemein angenommen, daf} die steady-state-
Phosphatkonzentration s; mit der Wachstumsrate nach der von MonoD
1942 vorgeschlagenen Gleichung verkniipft werden kann:

Sp
D w Wmax ( gp + Ks) ( )

(1)
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wobei pim,, die maximale Wachstumsrate und K; eine Sittigungskonstante
smd. (MULLER, 1970; GOLDMANN, 1977; BURMASTER, 1979). Demnach
verliefe die Abhingigkeit der Wachstumsrate von der externen Substrat-
konzentration nach der in Abb. 1 dargestellten Weise.

A ("

0,20+

1 1 i 1

10 20 30 40 50
< s [P1, (nM}

lK o

Abb. 1: Die Abhingigkeit der Wachstumsrate von der externen Phosphatkonzentration,
nach der Monopschen Gleichung fiir zwei verschiedene Sittigungskonstanten berechnet
('K, = 3 nM; ’K, = 10 nM).

Die Sittigungskonzentration K ist numerisch gleich der Substrat-
konzentration, bei der die Algen mit ,,halbmaximaler“ Geschwindigkeit
wachsen. Je kleiner K, ist, desto besser konnen die Algen geringe
Substratkonzentrationen fiir ihr Wachstum verwerten. TITMAN (1976)
postulierte daher, dafl das Verhiltnis der verschiedenen Sittigungskon-
stanten fiir die einzelnen limitierenden Nihrstoffe (z. B. Phosphat und
Silikat bei Diatomeen) eine entscheidende Rolle bei der 6kologischen
Kompetition zwischen den Algenspezies spielt. Leider konnte nicht in
befriedigender Weise experimentell bewiesen werden, daff Gleichung (2)
das phosphatlimitierte Wachstum tatsichlich beschreibt und somit der in
Abb. 1 dargestellte Kurvenverlauf der Realitit entspricht, da die im
Chemostat verbleibenden Phosphatkonzentrationen §p meist zu gering
sind, um mit kolorimetrischen Methoden noch gemessen werden zu
kénnen. Es gab jedoch Hinweise auf Abweichungen im unteren
Konzentrationsbereich (MULLER, 1970). Erst mit Hilfe von 32P-Phosphat
konnte viel spiter der Nachweis erbracht werden, daf} Gleichung (2) in
dieser Form fiir das Phosphat nicht giiltig ist (BRowN und BurTON, 1979).
Die Experimente mit kontinuierlichen Kulturen haben jedoch sofort zu
dem wichtigen Ergebnis gefiihrt, dafl die aufgenommene Phosphatmenge
pro gebildeter Zellzahl nicht konstant ist, sondern von der Wachstums-
rate abhingt. Die Phosphataufnahmegeschwindigkeit ist somit im steady
state nicht streng mit der Wachstumsrate gekoppelt. Es zeigte sich, daf}
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der Polyphosphatgehalt umso grofer ist, je schneller die Algen wachsen
(Fuss, 1969).

Nach Gleichung (1) existiert zwischen der Phosphataufnahme-
geschwindigkeit pro Zellzahl

der Wachstumsrate p und der ,,Zellquote Q, d. h. der Phosphatmenge
pro Zelle die einfache Proportionalitit:

Jr=1Q.

Droop (1968) untersuchte nun die Beziehung zwischen p und Q
genauer. Er begann seine Untersuchungen mit kontinuierlichen Kulturen,
bei denen das Wachstum der Xanthophycee Monochrysis Lutheri durch
das Vitamin Biz limitiert war. Der dabei beobachtete Zusammenhang
zwischen Wachstumsrate und Zellquote war dann aber auch fiir einige
andere Nahrstoffe (Eisen, Nitrat) und besonders ausgeprigt fiir Phosphat
gliltig (DrooP, 1973). Er fand heraus, dafl bei einer Auftragung der
steady-state-Phosphataufnahmeraten bei verschiedenen Wachstumsge-
schwindigkeiten J, = p Q gegen den Zellphosphorgehalt eine lineare
Beziehung p Q = a (Q — b) erkennbar war (Abb. 2). Man sieht unmittel-
bar, daf§ (Fer Achsenabschnitt b auf der Q-Achse dem Phosphorgehalt der
nicht mehr wachsenden Algen entspricht. DRooP nannte diesen
Minimalsubstratgehalt Q. der nicht mehr wachsenden Zelle ,,Subsistenz-

Jp=pQ (pMole mgChl™ ")
120f
100t
80}
60}
L0t

20¢
(4

16T 20 30 40 50 60 70
Q (pMole mgChL")

0

Abb. 2: Die Beziehung zwischen der steady-state-Inkorporationsrate bei verschiedenen
Wachstumsgeschwindigkeiten und dem Gesamtphosphorgehalt bei Anacystis nidulans
(Grarrius und FALKNER, unverdffentlicht). Q, = 13 uMole (mg Chl.)™", Wy, = 0,263 h '
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quote* (subsistence quota). Da bei maximaler Wachstumsrate fmax, Q» Qo
ist, ergibt sich wegen P, Q = 2 (Q — Qo) = a Q fiir a = Pimax- Auf diese
Weise erhielt die empirisch gefundene Beziehung zwischen p und Q die
Form:

w Q = Wmax (Q - Qo)'

Die variable Differenz (Q — Q.) zwischen dem Gesamtphosphor- und
dem Minimalphosphorgehalt pro Zelle entspricht den Polyphosphaten
(RHEE, 1978). Droor fiihrte noch eine einfache Transformation der
obigen Gleichung durch:

u :Q_Qo: (Q_Qo)
Mmax Q (Q = Qo)+ Qo

und endete somit bei einer Formel, die in dhnlicher Weise versucht, eine
Relation zwischen p und pmag herzustellen wie die Monodsche Gleichung
(2). Es wurde nur, basierend auf einigen einfachen Operationen, die
externe Substratkonzentration s, gegen den endogenen Polyphosphat-
pool ,,vertauscht*

Gleichung (3), die im wesentlichen aussagt, dafl die Algen umso
mehr Polyphosphate bilden, je schneller sie wachsen (wobei die
Abhingigkeit der Wachstumsrate vom Polyphosphatgehalt eine hyper-
bolische Kurve ergibt), wurde nun von vielen Arbeitsgruppen erfolgreich
verwendet, um die Relation zwischen p und py,, in Verbindung mit dem
Polyphosphatgehalt zu beschreiben, zumal sie viel einfacher zu testen war
als die Monodsche Gleichung (2) (RHEE, 1973; TiLMAN und KiLHAM,
1976; GOLDMANN, 1977; BrowN und HARris, 1978; jedoch siche
GOLDMANN, 1979). Da die experimentellen Daten vieler Wachstumsmes-
sungen offenbar obiger Gleichung gehorchen, erscheint die Schlufifolge-
rung gerechtfertigt, dafl der Polyphosphatgehalt der Zelle keine konstante
Grofle ist, sondern die Wachstumsrate widerspiegelt. Eine Erklirung
fir diese Tatsache liefert Gleichung (3) nicht, da sie nicht aus dem
Wesen des zu beschreibenden Phinomens hergeleitet ist. (Sie besticht
nur durch eine gewisse Eleganz.) Es sind aus diesem Grund andere
Funktionen denkbar, die genauso gut mit den Daten in Einklang stehen.
Funs (1969) z. B. verwendet in Erinnerung an die BAULE-MITSCHERLICH-
Gleichung (BAULE, 1918) die Formel:

B _r-@-QuQ

”’max
die ebenfalls der Beobachtung gerecht wird, dafl der Polyphosphatgehalt
mit zunehmender Wachstumsrate steigt.

Dieser merkwiirdige Zusammenhang zwischen p und Q stimulierte
eine ganze Reihe von weiteren Untersuchungen, die sich besonders mit
zwei Fragestellungen beschiftigten:

1. Wie sind die Aufnahmesysteme von verschieden rasch wachsen-
den Algen mit unterschiedlichem Polyphosphatgehalt reguliert? Hier

©)
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erwartete man, dafl eine enzymbkinetische Analyse des Phosphataufnah-
mesystems einen Einblick liefern konnte.

2. Wie hingt die Wachstumsrate in einem unperturbierten,
phosphatlimitierten Chemostaten von der externen Phosphatkonzentra-
tion ab?

2.2 Die Auswirkung der Wachstumsgeschwindig-
keit auf die Eigenschaften des Phosphataufnahme-
systems

Nachdem offenbar ein Zusammenhang zwischen den phosphat-
limitierten Wachstumsraten und der gespeicherten Polyphosphatmenge
besteht— ein Zusammenhang, der sogar zu der Vermutung fiihrte, dafl das
Algenwachstum unter diesen Bedingungen nicht von der Phosphataufien-
konzentration, sondern vom Gehalt an Polyphosphaten reguliert wird
(RHEE, 1973) —, stellte man sich die Frage, ob sich die unterschiedliche
Polyphosphatbildung aus den Eigenschaften des Phosphataufnahme-
systems erkliren lifit.

RHEE (1973 und 1974) unterzog die Phosphataufnahme von Algen,
die er in phosphatlimitierten Chemostaten verschieden schnell wachsen
liefl, einer kinetischen Analyse, wobei er untersuchte, wie sich die
Wachstumsgeschwindigkeit auf die Phosphataufnahme auswirkt. Eine
doppelt reziproke Auftragung der mit Hilfe von 32P-Phosphat gemesse-
nen Konzentrationsabhingigkeiten der Aufnahmerate, bezogen auf die
Zellzahl, ergab eine Schar von Geraden, die alle die gleiche Michaelis-
Konstante hatten und sich nur in der Maximalgeschwindigkeit unter-
schieden: Je langsamer die Algen wuchsen, umso grofler war paradoxer-
weise die mefibare Maximalgeschwindigkeit, mit der die Algen Phosphat
inkorporieren konnten. Eine Auftragung der so bestimmten Werte fiir
1/V.x gegen die zugehorigen Wachstumsraten ergab eine lineare Be-
ziehung, die eine Extrapolation auf den grofitmoglichen Wert der
Phosphataufnahmegeschwindigkeit bei der nicht mehr wachsenden Alge
erlaubte. Da die schnellstwachsenden Algen mit der niedrigsten
Maximalgeschwindigkeit die meisten Polyphosphate aufwiesen, die
unendlich langsam wachsenden Algen mit der hochsten Maximalge-
schwindigkeit hingegen keine Polyphosphate besaflen, folgerte RHEE,
daff das Phosphataufnahmesystem durch die Polyphosphate gehemmt
wird. Besonders die niedermolekularen Polyphosphate kamen seiner
Meinung nach als Inhibitoren des Phosphataufnahmesystems in Frage
(RuEeEe, 1974). Er ging dabei freilich von zwei unbewiesenen Postu-
laten aus: Zunichst nahm er an, dafl die Anzahl der Phosphatcarrier
pro Zelle bei allen Wachstumsraten gleich ist. Dann postulierte er einen
Inhibitor, der in steigendem Mafle mit zunehmender Wachstumsrate
diesen Carrier hemmt. Einfacher wire gleich die Annahme gewesen, dafl
die Anzahl der Carrier pro Zelle mit zunehmender Wachstumsgeschwin-
digkeit abnimmt. Auflerdem ist schwer einzusehen, warum es nach
diesem Modell iiberhaupt zu einer unterschiedlichen Polyphosphatbil-
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dung kommen kann, zumal ja nach diesem Konzept die Polyphosphate
ihre eigene Bildung hemmen.

Die von RHEE gemachten Beobachtungen, daff die Maximal-
geschwindigkeit des Aufnahmesystems mit steigender Wachtumsrate
abnimmt, wobei jedoch die Polyphosphatbildung zunimmt, wurden
spater von mehreren Autoren auch bei anderen Algen gemacht, konnten
jedoch nirgends befriedigend erklirt werden, offenbar, weil das Wesen
des mikrobiellen Wachstums bis heute noch nicht begriffen wurde.

Diese ersten Versuche, die zur Charakterisierung des Phosphatauf-
nahmesystems vorgenommen wurden, haben jedoch gezeigt, dafl erst
nach einer Aufklirung des molekularen und energetischen Zusammen-
hangs zwischen Phosphataufnahme und Polyphosphatbildung Einblicke
in die vollig ungeklarte Regulation des Phosphataufnahmesystems zu
erwarten waren. Fir die von einigen Autoren vorgeschlagene Erweite-
rung der Michaelis-Menten-Gleichung um einen zusitzlichen Term, bei
der die beobachtete Beziehung zwischen der Maximalgeschwindigkeit der
Aufnahme und dem Polyphosphatgehalt beriicksichtigt wird (LEHMAN et
al., 1975; RHEE, 1973 und 1974), gibt es daher keine Rechtfertigung auf
molekularer Basis.

23 Die Abhingigkeit der Wachstumsrate von der
externen Phosphatkonzentration in einer konti-
nuierlichen Kultur

Zahlreiche Versuche wurden unternommen, um die Wachstumsrate
als Funktion der externen Phosphatkonzentration zu bestimmen. Es
konnte jedoch die externe Phosphatkonzentration im Chemostaten nicht
mit genugender Genauigkeit gemessen werden, und man war daher ange-
wiesen, diese Beziehung auf indirekte Weise zu errechnen. Zu diesem
Zweck wurde auf der Basis der Relation zwischen der steady-state-Inkor-
porationsrate v, der Wachstumsgeschwindigkeit p und der Zellquote Q
die Inkorporationsrate v abgeschitzt und mit Hilfe der Michaelis-
Menten-Gleichung s = v K,/(Via — v) diejenige Substratkonzentration
berechnet, die die jeweilige steady-state-Aufnahmerate hervorrufen
miufite (FUHs et al., 1972; RHEE, 1973). Die so ermittelten Substratkon-
zentrationen sind freilich nur richtig, wenn die Konzentrationsabhingig-
keit der Nettoaufnahmerate tatsichlich der Michaelis-Menten-Gleichung
gehorcht. Dies wurde jedoch sehr bald bezweifelt, da direkte Messungen
mancher Autoren Hinweise erbrachten, daf — dhnlich wie bei der Auf-
nahme von Nitrat, Ammonium und Silikat (CAPERON und MEYER, 1972;
TiLMAN und KiLHAM, 1976) - im unteren Konzentrationsbereich
Abweichungen von der Monodschen Gleichung auftreten. Besonders die
Studien von BrRowN und Burron (1979) zeigten, dafl bei Selenastrum
capricornutum unterhalb einer bestimmten Phosphatkonzentration
(10nM) die Nettoaufnahme zum Erliegen kommt. Es waren damit diese
Autoren im Jahre 1980 zu dem Ergebnis gekommen, das RIEGLER schon
im Jahre 1956 publiziert hatte und das zunichst von vielen Algologen bei
ihren Uberlegungen ignoriert worden war. Da unter dieser Minimalkon-
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zentration so keine Nettophosphataufnahme —und damit kein Wachstum —
moglich ist, kann die Konzentrationsabhiangigkeit der Wachstumsrate
nicht der Monodschen Gleichung folgen, nach der die Aufnahmerate ja
erst Null sein darf, wenn kein Phosphat mehr vorhanden ist. Diese
Erkenntnis, dafl das Wachstum erst bei Konzentrationen méglich ist, die
einendefinierten Minimalwertvons,tibersteigen, fithrtezueinerModifizie-
rung der Michaelis-Menten-Gleichung und der Monod-Gleichung fiir die
Konzentrationsabhingigkeit der Aufnahme- bzw. Wachstumsrate
(CaPErRON und MEYER, 1972; Droop, 1974). Die zu diesem Zweck
eingefithrte Substitution von s durch s — So, die schlieflich die Gleichung

max (S SO)
Ip= K+ (s — s0)

ergab, ,,though from a practical point of view the obvious thing to do,
knocks away any theoretical foundation the equation may have had“, wie
Droop anmerkte. Er hitte noch darauf hinweisen sollen, daf im Fall der
Phosphataufnahme Daten, die man nicht genau messen kann, mit einer
Gleichung modelliert werden, die keine theoretische Begriindung hat.

3. Physiologische Untersuchungen des Phosphataufnahmesystems bei
Blaualgen

Cyanophyceen zeigen im Phosphataufnahmeverhalten die gleichen
dufleren Erscheinungsformen wie eukaryontische Algen. Es war daher
sinnvoll, den Mechanismus der Phosphataufnahme bei Algen zunichst
mit Blaualgen zu studieren, da es bei einem prokaryontischen
Organismus viel einfacher ist, die mit der Aufnahme zusammenhingen-
den molekularen Abliufe zu untersuchen als bei einer eukaryontischen
Alge. Schlieflich haben Blaualgen keine Mitochondrien und Chloropla-
sten — die Thylakoide liegen frei im Cytoplasma ~ und die Interpretation
der Aufnahmeprozesse wird nicht durch die Anwesenheit grofier, mit
Flussigkeit gefiillter Vakuolen erschwert.

Die physiologischen Untersuchungen werden iiblicherweise mit
Algenmaterial vorgenommen, das in statischer Kultur geziichtet worden
ist. In diesem Fall erhilt man einen Organismus, der eine minimale
Aktivitit des Aufnahmesystems und einen hohen Polyphosphatspiegel
aufweist. Durch geeignete Wahl der weiteren Zuchtbedingungen lassen
sich die Algen dann in die unterschiedlichsten physiologischen Zustinde
bringen. So kann man durch nachfolgendes Kultivieren auf phosphat-
freiem Medium den Polyphosphatgehalt verringern (HEALEY, 1973) und
gleichzeitig das Aufnahmesystem aktivieren, oder man kann den Poly-
phosphatgehalt noch zusitzlich erhhen, indem man die Algen auf sulfat-
freiem Medium weiterziichtet (LAWRY und JENSEN, 1979).

Die Phosphataufnahme verfolgt man iiblicherweise unter Verwen-
dung von radioaktivem Phosphor, der in der gewiinschten Aktivitit und
Konzentration den phosphatfrei gewaschenen Algen zugegeben wird.
Die Waschprozedur erfolgt durch mehrmaliges Zentrifugieren und
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Resuspendieren in phosphatfreiem, gepuffertem Medium. Beendet wird
der Aufnahmeprozefl, indem die Algen entweder durch Filtration oder
durch Zentrifugation durch ein Silikondl rasch aus dem Inkubationsme-
dium entfernt werden (FALKNER et al., 1980). Durch geeignete Variation
in den experimentellen Bedingungen (Licht, Zusammensetzung des Inku-
bationsmediums usw.) kann so der Effekt duflerer und innerer Faktoren
auf die Phosphataufnahme studiert werden.

Da die Algen immer eine bestimmte Menge endogen gespeicherten
Phosphats enthalten, muff bei der Verwendung von 32P-Phosphat damit
gerechnet werden, daf} der Tracerflux nicht die Nettoaufnahmeraten
reprisentiert, da ein gemessener Influx von Radioaktivitit von einem
gewissen Efflux begleitet sein kann. Tatsichlich wurde ein signifikanter
Efflux beobachtet, wenn die externe Phosphatkonzentration im nano-
molaren Bereich lag (NALEWAIKO und LEAN, 1978). Beiden tiblicherweise
verwendeten mikromolaren Phosphatkonzentrationen war jedoch ein
Efflux nicht nachweisbar. Will man bei niedrigen Konzentrationen mit
Tracer nicht die Aufnahmegeschwindigkeiten des Phosphatfluxes,
sondern die Nettoaufnahmerate messen, so muff man die Algen so lange
mit 32P-Phosphat inkubieren, bis der austauschbare, endogene Pool mit
der gleichen spezifischen Aktivitit radioaktiv markiert vorliegt wie das
externe Phosphat. Die Nettoinfluxrate kann dann aus der Differenz der
inkorporierten 32P-Phosphatmenge bei zwei Zeiten bestimmt werden.
Ein derartiges Verfahren wurde bei Freilanduntersuchungen angewendet
(FALKNER et al., 1984, a, b). Die ersten physiologischen Untersuchungen
erfolgten allerdings nicht mit radioaktivem Phosphat (BATTERTON und
VAN BAALEN, 1968). Hier wurde die Aufnahme auf Grund der Abnahme
der Phosphatkonzentration im Medium verfolgt, die mit Hilfe herkdmm-
licher Methoden bestimmt wurde. Dabei wurde die Nettoaufnahme
gemessen.

Bevor nun detailliert auf die Charakteristika der Phosphataufnahme
eingegangen wird, seien noch einige Anmerkungen grundsitzlicher Art
erlaubt. Alle hier prisentierten Messungen wurden an einem lebenden
Objekt vorgenommen. Bei einer lebenden Zelle kann ein bestimmter
intrazellulirer Ablauf nicht so studiert werden, dafl man alle iibrigen
Vorginge konstant hilt und nur den interessierenden Einen einer
experimentellen Analyse unterzieht. Jede Manipulation von aufien, die
einen Prozef primir — etwa iiber einen Inhibitor — beeinfluflt, verindert
liber die Auswirkungen dieses Prozesses auf den gesamten Stoffwechsel
auch noch sekundir in zusitzlicher Weise diesen Prozefl, der ja
schliefllich selbst mit dem iibrigen Stoffwechsel verkniipft ist. Dies macht
jedoch eine endgiiltige kausale Interpretation experimenteller Daten in
den meisten Fillen unméglich. Es wurde daher hier so vorgegangen, daff
auf der Basis des einfachsten molekularen Modells zur Beschreibung der
Phosphatinkorporation gefragt wurde, welche charakteristischen
Erscheinungsformen der lebenden Zelle in ihrem Phosphataufnahmever-
halten bei Giiltigkeit dieses Mechanismus zu erwarten wiren. Dieses
Modell wurde pragmatisch so lange akzeptiert, solange mit seiner Hilfe
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die mit der Phosphataufnahme zusammenhingenden algenphysiologi-
schen Phinomene interpretiert und vorhergesagt werden konnten. Dabei
wurde darauf verzichtet, seine Richtigkeit mit den klassischen biochemi-
schen Methoden (Enzymkmetlk usw.) zu beweisen, die — wie eben
ausgefiihrt — ohnehin nur auf einen isoliert ablaufenden Prozef unter
kontrollierten Bedingungen anwendbar sind.

Das hier vorgelegte Konzept beruht auf einem mixtum compositum
von Beobachtungen, die bei den Blaualgen Anacystis nidulans, Nostoc
muscorum, Oscillatoria rubescens und Nostoc symbionticum gemacht
wurden. Der Nostoc symbionticum wurde von Dr. D. MOLLENHAUER aus
dem Phycomyceten Geosiphon pyriforme isoliert, mitdem er inintrazellu-
lirer Symbiose lebt. Oscillatoria rubescens wurde im Freiland wihrend
einer Algenbliite studiert, und der Nostoc muscorum wurde freundlicher-
weise von Frau Prof. Dr. E. KUSEL-FETZMANN dem Autor zur Verfiigung
gestellt. Die thermophile Blaualge Anacystis nidulans stammt aus der
Algensammlung des Pflanzenphysiologischen Institutes der Universitit
Gottingen. Die Messungen wurden aus zwei Grinden mit mehreren
Organismen gemacht. Zunichst wurde versucht, die beobachteten,
teilweise unterschiedlichen Erscheinungsbilder, unter Umstinden sogar
hervorgerufen durch morphologische Unterschiede, auf der Basis eines
einzigen, moglichst einfachen Konzepts zu erkliren, das somit fiir alle
Blaualgen verbindlich sein sollte. Weiters lieflen sich bestimmte
Fragestellungen aus mefltechnischen Griinden besser mit der einen Alge
als mit den anderen bearbeiten. So war die Zucht bei Anacystis nidulans
am einfachsten, was bei Doppelmarkierungsexperimenten sehr
erwiinscht war; sie konnte auf Grund ihrer geringen Grofle jedoch
nicht so rasch durch ein Silikondl zentrifugiert werden, wie etwa Nostoc
muscorum, was bei jener Alge extrem kurze Inkubationszeiten mit 32P-
Phosphat unmdglich machte.

3.1 Die Regulation der Phosphataufnahme durch
intrazellulire Vorginge

Bevor das aufgenommene Phosphation im Cytoplasma metabolisiert
werden kann, muf} es durch die Zellmembran transportiert werden
(Abb. 3). Die Chemostatuntersuchungen haben nun gezeigt, dafl selbst
nanomolare Phosphatkonzentrationen verwertet werden kénnen. Somit
wirft schon der erste Schritt der Phosphatinkorporation in die Algenzelle
eine Reihe interessanter Fragen auf:

1. Wie geht die Translokation des geladenen Phosphatmolekiils durch die
lipophile Zellmembran vor sich?

2. Auf welche Weise wird die Energie umgesetzt, die aufgebracht werden
muf}, um geringste, externe Phosphatkonzentrationen in ,,millimola-
res” cytoplasmatisches ATP umzuwandeln?

Beide Problemstellungen hingen eng miteinander zusammen und
berechtigen zur Annahme, daff die Gesamtinkorporation von Phosphatin
die Zelle energieabhingig ist. Wird nimlich das Phosphation aktiv gegen
einen Konzentrationsgradienten in die Zelle transportiert, dann muf}
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Abb. 3: Schematische Darstellung der wesentlichen Prozesse bei der Phosphatinkorpo-
ration: Nach der Translokation durch die Zellmembran wird das Phosphatmolekiil in der
Photophosphorylierung an der Thylakoidmembran in ATP iibergefithrt. Von hier kann es
entweder in den Polyphosphatpool flieRen oder organische Phosphorverbindungen
{CH,O}P synthetisieren. Der grofite Teil der an der Thylakoidmembran gebildeten ATP-
Menge wird jedoch bei den energieverbrauchenden Prozessen in ADP und Phosphat ge-
spalten und muf} via Photophosphorylierung sofort wieder aufgebaut werden.

schon beim ersten Schritt durch die Membran Energie aufgebracht
werden. In diesem Fall hingt der Translokationsschritt von einer Energie-
quelle ab, die vom Stoffwechsel auf die eine oder andere Weise gespeist
werden mufi.

Diffundiert jedoch das Phosphatmolekiil durch die Zellmembran,
indem es einem Konzentrationsgradienten folgt, dann muf die Photo-
phosphorylierung an der Thylakoidmembran den notigen Konzentra-
tionsgradienten aufrechterhalten, der auf diese Weise den Diffusions-
prozef treibt.

Es ist daher offensichtlich, dafl die Phosphattranslokation durch die
Zellmembran nicht unabhingig von der nachfolgenden photosyntheti-
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schen Energieumsetzung an der Thylakoidmembran untersucht werden
kann. Teilweise wurde daher von einigen Autoren sogar die Photo-
phosphorylierung mit Hilfe der Phosphatinkorporation studiert (als
Review siche SiMoNis und URBACH, 1973; GIMMLER, 1976).

Die erwartete Energieabhingigkeit der Phosphataufnahme zeigte
sich schon bei den ersten Messungen, bei denen die Inkorporation im
Licht und im Dunkeln bestimmt worden war (Tab. 1). Ganz offen-

Tabelle 1: Effekt von Entkopplern auf die Inkorporation von *’P-Phosphat bei Anacystis
nidulans im Licht und im Dunkeln. Phosphatkonzentration: 50 pM. Temperatur: 20° C.

Gesamtphosphor Orthophosphat

nMole (mg Chl. min)™'

Licht: Kontrolle
+ 30 uM CCCP
+ 50 uM Atebrin

1,3
0,9
0,5
Dunkel: Kontrolle 1,2
0,4
0,5

N

+ 30 uM CCCP
+ 50 uM Atebrin

sichtlich wirken sich die Vorginge an der Thylakoidmembran ent-
scheidend auf die Phosphatinkorporation aus. Die Wechselwirkung
zwischen der Photophosphorylierung und der Phosphatinkorporation
konnte auf mannigfache Weise demonstriert werden:

Die Entkoppler CCCP und Atebrin riefen eine auffallende
Hemmung der Aufnahme bei niedrigen Phosphatkonzentratio-
nen hervor (SIMONIS et al., 1974; FALKNER et al., 1974). Auch
DCMU, ein Inhibitor des Photosystems II, verminderte die
Phosphatinkorporation. Interessanterweise blieb der ATP-
Spiegel selbst jedoch bei betrachtlich hohen DCMU-Konzen-
trationen relativ unverindert (SiMoNIS et al., 1974). Die
Autoren schlossen daraus, daf§ der ATP-Spiegel per se nicht ein
limitierender Faktor fiir die Phosphataufnahme sein kann. Das
Inhibierungsmuster hing aber von der Phosphatkonzentration
als solcher ab. Bei einer externen Phosphatkonzentration von
700 uM beobachteten Simonis et al. (1974) sogar eine Stimulie-
rung der Aufnahme durch CCCP und DCMU. Die Autoren
vermuteten, dafl bei hoheren Phosphatkonzentrationen das
Aufnahmegeschehen moglicherweise eine passive Komponente
hat, die durch den Inhibitor stimuliert wird.

Messungen bei Licht verschiedener Wellenlinge zeigten
weiters, dafl die Phosphataufnahme nicht nur unter Bedingun-
gen des azyklischen, sondern auch wihrend des zyklischen
Elektronentransports vor sich geht. So war die Phosphatauf-
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nahme bei 717 nm, also einer Wellenlinge, bei der es zu keiner
photosynthetischen Sauerstoffproduktion mehr kam, noch
immer héher als die Aufnahme im Dunkeln (SiMoNIs et al.,
1974).

Alle diese Ergebnisse sprachen fiir eine Verkniipfung des Membran-
translokationsprozesses an der Cytoplasmamembran mit den energie-
liefernden Prozessen an der Thylakoidmembran. Ganz allgemein wurde
daher zunichst vermutet, dafl die Energieabhingigkeit der Aufnahme
dadurch hervorgerufen wird, daf} das Phosphation gegen einen Konzen-
trationsgradienten unter Energieverbrauch aktiv in die Zelle gepumpt
wird (SIMONIS et al., 1974; FALKNER et al., 1974). Es mufite daher geklart
werden, ob der Translokationsschritt von Phosphat durch die Zellmem-
bran Energie verbraucht oder ob die nachfolgende Photophosphorylie-
rung allein die Energieabhingigkeit verursacht. Zu diesem Zweck war es
néug, die Anfangsgeschwindigkeit des Tracerinfluxes aufzul6sen und in
Bezichung zu den energieumsetzenden Prozessen zu setzen.

32 Die Zeitabhingigkeit der Inkorporation von 32P-
Phosphat in die Blaualgenzelle

Abbildung 4 zeigt die Zeitabhingigkeit der Inkorporation von 32P-
Phosphat bei der Blaualge Nostoc muscorum. Man erkennt, dafl der
Tracer im Licht zunichst mit groferer Geschwindigkeit in die Zelle
einfliet. Diese Anfangsgeschwindigkeit nimmt kontinuierlich ab und
geht schlieflich in eine zweite, konstante Inkorporationsrate iber
(~ 30nmole/mg Chlorophyll min). Ein Vergleich mit der Biosynthese-
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Abb. 4: Zeitabhingigkeit der Inkorporation von **P-Phosphat im Licht und im Dunkeln
bei Nostoc muscorum. Temperatur: 25° C. 300 pM Phosphat.
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rate der Phosphorbiomasse unter den Wachstumsbedingungen dieser
Alge (ty = 10 h, Gesamtphosphor: 24 pmole/mg Chlorophyll) zeigt, daf§
die zweite Inkorporationsrate praktisch genauso grofl ist wie die
Geschwindigkeit des Aufbaues der Phosphorbiomasse. Dieser Kurven-
verlauf lifit sich am einfachsten damit erkliren, daf} in diesem Experiment
der Influx an Phosphat von einem signifikanten Efflux begleitet wird.
Inkubiert man nun die Algen mit 32P-Phosphat, so mifit man mit dem
Tracer zunichst nur die Geschwindigkeit des Influxes (100 nmole/mg
Chlorophyll min). Mit zunehmender Inkorporationsdauer wird jedoch
der endogene Phosphatpool, der an einem raschen Isotopenaustausch
teilnimmt, mehr und mehr radioaktiv markiert, bis er in der gleichen
spezifischen Aktivitit wie die externe Phosphatlosung vorliegt. Nach
wenigen Minuten ist dieser Prozefl offenbar beendet, und die weitere
Inkorporation des Tracers spiegelt nun praktisch die Differenz zwischen
dem Influx und dem Efflux, d. h. die Nettoaufnahme wider. Dies erklirt
die Ubereinstimmung dieser Rate mit der Geschwindigkeit des Aufbaus
der Phosphorbiomasse.

Die Anfangsgeschwindigkeit des Tracerinfluxes ist wesentlich
kleiner als die Geschwindigkeit der Umsetzung von Phosphat im Verlauf
der Photosynthese. Die Kohlendioxydfixierungsrate bei Nostoc mus-
corum betrug 500 pmole/mg Chlorophyll h; dabei wird mindestens das
Dreifache an Phosphat in ATP ibergefiihrt und wieder gespalten. Die
Influxrate in Abbildung 4 war jedoch nicht grofler als 6 umole/mg
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Abb. 5: Zeitabhingigkeit der Inkorporation von *’P-Phosphat im Licht und im Dunkeln
bei Nostoc symbionticum. Temperatur: 25° C. 20 uM Phosphat.
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Chlorophyll h. Bei phosphatdefizienten Algen kommt es zwar zu einer
Aktivierung des Phosphataufnahmesystems. Doch sind auch hier — von
Extremfillen abgesehen — die Raten noch immer kleiner als die
Geschwindigkeit des Einbaues von Phosphat in den ATP-Pool wihrend
der Photosynthese. Es ist daher ganz offensichtlich, dafl mit dem Tracer
der Schritt durch die Membran und nicht die nachfolgende Photophos-
phorylierung gemessen wird. Wire dies der Fall, so wiirde der Tracer
wesentlich schneller den endogenen ATP-Pool markieren, und der
Unterschied zwischen dem Tracerinflux und der Nettophosphatauf-
nah{rsne wire im steady state des Wachstums in einer statischen Kultur sehr
grof.
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Abb. 6: Zeitabhingigkeit der Inkorporation von **P-Phosphat im Licht und im Dunkeln
bei Anacystis nidulans. Temperatur: 25° C. 100 uM Phosphat.

Ein derartiges Bild mit zwei ineinander iibergehenden Aufnahme-
raten wie in Abbildung 4 konnte jedoch nicht immer beobachtet werden.
In vielen Fillen ging bei Nostoc muscorum im Licht der 32P-
Phosphatinflux von Anfang an mit einer kontinuierlichen Geschwindig-
keit vor sich, die der Nettoinkorporation entsprach. Dann ergab sich ein
Bild wie beim symbiontischen Nostoc und bei Ancystis nidulans (Abb. 5
und 6), bei denen Gegentauschexperimente mit vormarkierten Algen
gezeigt hatten, dafl kein signifikanter Efflux den Phosphatinflux
begleitete (Tab. 2). Hier sind zwei Erklirungen moglich:

1. Der endogene austauschbare Phosphatpool ist im Licht so klein, dafl er
nach wenigen Sekunden radioaktiv vorliegt: es ist daher nicht moglich,
die Anfangsgeschwindigkeit 32P-Phosphataufnahme zu bestimmen.

2. Die endogene Phosphatkonzentration ist viel niedriger als die im
Experiment vorgegebene Auflenkonzentration und daher der Influx
viel grofer als der Efflux. Dann wire unter diesen Bedingungen der
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Tabelle 2: Gleichzeitige Messung des Ein- und Austransportes von Phosphat bei Anacystis
nidulans. Phosphatkonzentration: 100 uM. Temperatur: 20° C. Beleuchtung.

nMole (mg Chl. 10 min)™'

Phosphataufnahme 76,8
Phosphatabgabe 0,1

Influx praktisch genauso grof} wie die Nettoaufnahme. In diesem Fall
miifiten jedoch bei niedrigen externen Konzentrationen Unterschiede
zwischen der Nettoaufnahme und dem Tracerinflux auftreten.
Untersuchungen unter Zuhilfenahme von Chemostaten haben hier
gezeigt, dafl Nettoaufnahme und Influxrate tatsichlich sehr verschie-
den sind, wenn die externe Phosphatkonzentration sehr klein ist
(GRraFFIUS, 1984). Gibt man jedoch den Tracer zu einer statischen
Kultur von Anacystis nidulans, in der die Algen auf einer hohen
Phosphatkonzentration wachsen, so kann man beobachten, daff der
Tracerinflux mit konstanter Geschwindigkeit vor sich geht: die mit
dem Tracer errechnete Phosphataufnahme entspricht auch hier der
Biosynthese der metabolisierten Phosphorverbindungen.

Im Dunkeln ist die Anfangsgeschwindigkeit des Tracerinfluxes bei
den beiden Nostoc-Arten so grofl wie im Licht. Licht-Dunkel-
Unterschiede lassen sich erst ab dem Zeitpunkt beobachten, ab dem im
Licht die Nettoinkorporation gemessen wird. Da Experimente mit vor-
markierten Algen gezeigt haben, dafl im Dunkeln keine Nettophosphat-
aufnahme stattfindet (FALKNER, unverdffentlicht), muff geschlossen
werden, dafl mit dem Tracer im Dunkeln der Isotopenaustausch verfolgt
wird, der erst zum Erliegen kommt, wenn der endogene Pool markiert ist.

Ein abweichendes Erscheinungsbild zeigt sich jedoch bei Anacystis
nidulans, das im dargestellten Fall besonders ausgeprigt ist. Hier werden
sofort nach Tracerzugabe grofle Licht-Dunkel-Unterschiede in den
Influxraten festgestellt. Dies kdnnte darauf hinweisen, daf der austausch-
bare Phosphatpool im Dunkeln bei Anacystis nidulans viel kleiner ist als
bei den Nostoc-Arten, méglicherweise sogar hervorgerufen durch
morphologische Unterschiede: Bei Anacystis nidulans liegen die Thyla-
koide sehr eng an der cytoplasmatischen Membran an, was den
Isotopenaustausch mit dem Cytoplasma verzogern konnte. Dies wiirde
erkliren, warum bei dieser Alge mit 32P-Phosphat im Licht und im
Dunkeln praktisch Nettoaufnahmeraten gemessen werden konnen.

Interessant ist auch die Zeitabhingigkeit der Aufnahme bei Anacystis
nidulans bei niederen Temperaturen, bei denen bei dieser thermophilen
Blaualge die Photophosphorylierung gehemmt ist. Abbildung 7 zeigt die
Phosphataufnahme aus einer 100 uM Phosphatlgsung, hier bezogen auf
das Cytoplasmavolumen. Man sieht, dafl die Aufnahme zum Erliegen
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Phosphataufnahme
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Abb. 7: Zeitabhingigkeit der *’P-Phosphataufnahme bei Anacystis nidulans bei 4° C.
Phosphatkonzentration: 100 uM.

kommt, wenn die Innenkonzentration der Auflenkonzentration ent-
spricht. Offensichtlich hat das Membranpotential von — 50 mV (DEwAR
and BARBER, 1973) keine Auswirkung auf die Verteilung der negativ
geladenen Phosphationen. Ein dhnliches Bild zeigte sich, wenn die Algen
mit einem TRIS-H,SO,4-Puffer vollig kationenfrei gewaschen worden
waren und die Aufnahme in diesem Medium gemessen wurde. Der
Phosphattransport in die Zelle diirfte daher unter diesen Bedingungen wie
bei Bakterien (HAMILTON, 1975) mit der Aufnahme von Protonen
gekoppelt sein und elektroneutral vor sich gehen. Zusammenfassend kann
somit festgestellt werden, dafl offenbar der Schritt durch die Membran die
Neubildung der ,,Phosphorbiomasse* wihrend des Wachstums regu-
liert. Es erschien daher lohnend — gerade in Hinblick auf die 6kologische
Bedeutung dieses Prozesses fiir das phosphatlimitierte Wachstum —, sich
mit seiner Regulation zu beschiftigen. Die Analyse dieses Prozesses
beginnt mit einer Untersuchung der Konzentrationsabhingigkeit der
Geschwindigkeit dieses Membrantransportschrittes.

33Die Konzentrationsabhingigkeit der Phosphat-
aufnahmerate

3.3.1 Der Phosphatcarrier

Tragt man die Phosphattransportrate durch die Zellmembran gegen
die externe Phosphatkonzentration auf, so erhilt man einen Kurvenver-
lauf, der einer Michaelis-Menten-Hyperbel gleicht, oder sich bisweilen
scheinbar aus deren mehreren zusammensetzt (SIMONIS et al., 1974). Eine
doppelt reziproke Auftragung liefert daher mindestens eine Gerade, mit
deren Hilfe man eine Maximalgeschwindigkeit und eine Michaelis-
Konstante fiir den sie reprisentierenden Konzentrationsbereich errech-
nen kann.

Die Konzentrationsabhingigkeit der Phosphataufnahme hingt von
der Phosphatdefizienz der Alge ab: Kultivierung von Anacystis nidulans
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auf phosphatfreiem Medium bewirkt eine Erhéhung der Maximalge-
schwindigkeit V., und eine Verringerung der Michaelis-Konstante K.
Die dabei beobachtete Verinderung dieser beiden Groflen ist gewaltig. So
kann die Michaelis-Konstante in einer statischen Kultur von Anacystis
nidulans grofler als 100 uM sein (GRAFFIUS, 1984); sie sinkt nach einem
mehrmaligen Waschvorgang durch Zentrifugation und Resuspension in
phosphatfreiem Medium zunichst auf 5-7 uM ab (FALKNER et al., 1974)
und wird bei weiterer Kultivation auf phosphatfreiem Medium immer
kleiner (FALKNER et al., 1980), wobei schliefflich Werte unter 0,10 pM er-
reicht werden konnen. (Genaue Messungen der Minimalwerte liegen
noch nicht vor, da die Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit bei
Konzentrationen zwischen 10 und 100 nM sehr schwierig ist.) Bei Nostoc
muscorum waren die Verhiltnisse dhnlich. Offensichtlich vermag die
Blaualge die Michaelis-Konstante an die Auflenkonzentration anzupas-
sen, was eine effiziente Phosphataufnahme {iber einen sehr groflen
Konzentrationsbereich erméglicht.

Auch die Maximalgeschwindigkeit der Aufnahme hingt in entschei-
dender Weise von der Phosphatversorgung und damit von der Wachs-
tumsrate ab. Darauf soll spiter noch detailliert eingegangen werden.
Unabhingig von dieser enormen Variabilitit der Maximalgeschwindig-
keit V ., und der Michaelis-Konstante K., kann jedoch fiir die Phosphat-
aufnahme unter bestimmten experimentellen Bedingungen eine dafiir
charakteristische Michaelis-Konstante und Maximalgeschwindigkeit
angegeben werden. Diese Analogie zu enzymatischen Prozessen wurde
so interpretiert, dafl das Phosphatmolekill mit Hilfe eines speziellen
Proteins in der Zellmembran (eines Carriers) in die Zelle hineingeschleust
wird. Dabei ist noch ungeklirt, ob hier mehrere Carrier existieren
(S1MONIS et al., 1974) oder ob die apparente Michaelis-Konstante eines
vorhandenen Carriers auf Grund der cytoplasmatischen Verinderungen,
die mit der Phosphataufnahme einhergehen, verringert wird (FALKNER et
al., 1980).

Ein ,,Carrier” wird im allgemeinen dann postuliert, wenn ein
Aufnahmeprozefl in gewisser Weise ein ,,abnormes* Verhalten zeigt.
Dabei handelt es sich im wesentlichen um drei Erscheinungsformen, die
fur die Existenz eines derartigen ,,Carriers* sprechen:

1. Die Konzentrationsabhingigkeit des Transportes folgt nicht in einer
linearen Beziehung dem Fickschen Gesetz, sondern zeigt Sittigung bei
hoheren Konzentrationen.

2. Die Aufnahmerate ist hoher, als auf Grund der niedrigen Loslichkeit
der (meist) geladenen Verbindungen in der lipidhaltigen Membran zu
erwarten ist.

3. Die Translokation durch die Membran ist hoch selektiv und kann
durch strukturanaloge Verbindungen gehemmt werden.

Die drei Eigenschaften kénnen am einfachsten damit erklart werden,
dafl sich in der Membran Proteine befinden, die die Diffusion der
aufzunehmenden Verbindung erleichtern und die eine bestimmte Anzahl
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von Bindungsstellen besitzen. Liegt die transportierte Verbindung im
Medium in hohen Konzentrationen vor, so werden diese Bindungsstellen
abgesittigt, was die beobachtete Sittigungskinetik erklart. Von den drei
oben beschriebenen Kriterien sind beim Phosphattransport alle erfiillt.
Die Sittigungskinetik und die Aktivierung der Aufnahmerate durch
Inkubation auf phosphatfreiem Medium wurden schon erwihnt.
Inzwischen konnte auch bewiesen werden, daff Arsenat, von dem schon
seit lingerer Zeit bekannt ist, daf§ es die Phosphatinkorporation hemmt,
tatsichlich nur auf die Translokation von Phosphat, nicht aber auf die
nachfolgende Photophosphorylierung einwirkt (GRAFFIUS, 1984), etwa
auf Grund der Bildung instabiler arsenylierter Intermediate.

3.3.2 Die cytoplasmatische Orthophosphatkonzentration

Viele Untersuchungen iiber den Mechanismus der Phosphatinkor-
poration beschiftigen sich mit der Frage, ob der Phosphattransport durch
die Membran aktiv gegen einen Konzentrationsgradienten vor sich geht
oder passiv einem Konzentrationsgefille folgt. Wenn die intrazellulire
Phosphatkonzentration hoher ist als die duffere im Inkubationsmedium,
ist eine Aufnahme nur unter Energieaufwand méglich. Eine Auftrennun
des von den Algen absorbierten 32P-Phosphates in den anorganischen ung
den metabolisierten Anteil (durch Extraktion mit Isobutanol-Benzol in
Gegenwart von schwefelsaurem Molybdat) zeigte, dafl von Anfang an
Tracer in einen anorganischen Orthophosphatpool eingebaut wurde
(Tab. 1). Zahlreiche Versuche wurden unternommen, um die Grofle
dieses ,,Phosphatpools® bei Anacystis nidulans zu bestimmen.

Die kolorimetrische Bestimmung des Orthophosphatgehaltes eines
mit 10%iger Trichloressigsiure extrahierten Algenmaterials, das auf
hohen Phosphatkonzentrationen in statischer Kultur geziichtet worden
war, ergab fiir die intrazellulire Phosphatkonzentration umgerechnet
Werte zwischen 1 und 30 ,,mM*. Nun ist aber nicht einzusehen, warum
eine Methode, die fiir die Orthophosphatbestimmung in Gewissern
ungeeignet ist (RIEGLER, 1968), fiir die Messung des intrazelluliren
Phosphatgehaltes weniger problematisch sein soll. Schlieflich sind es die
hauptsichlich von Algen stammenden, leicht hydrolysierbaren, organi-
schen Phosphorverbindungen, die bei limnochemischen Orthophosphat-
bestimmungen die bekannten Probleme verursachen. Auch besteht die
Moéglichkeit, dafl das Orthophosphat wie bei Mitochondrien intrazellular
als Hydroxylapatit ausfillt oder extrazellulir an der Zellwand wihrend
eines Calcifizierungsprozesses gleichzeitig mit Calciumkarbonat gebun-
den wird. Tatsichlich tibersteigt in Gegenwart von EDTA bei Inkorpo-
rationsmessungen mit 32P-Phosphat die ,,cytoplasmatische Konzen-
tration‘ nicht mehr die extrazellulire (Tab. 3).

BorNEFELD und WEISs (1981) versuchten daher, den Orthophosphat-
gehalt zu bestimmen, indem sie beleuchtete Algen rasch mit fliissigem
Stickstoff abtoteten und — nach einem Lyophilisierungsschritt — die
Phosphormetabolite mit einem Tris-H,SO,-Puffer extrahierten. Eine
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Tabelle 3: Inkorporation von Phosphat aus drei verschiedenen Konzentrationen im Medium
in Abwesenheit von bivalenten Kationen bei Anacystis nidulans. Fiir die experimentellen
Bedingungen siche: FALKNER et al., 1976b.

X Phosphataufnahme (uM im Cytoplasma)
Phosphatkonzentration

im Medium (uM)

Gesamtphosphat Orthophosphat

10 92 11
50 185 52
100 288 80

darauf folgende diinnschichtchromatographische Abtrennung des
Orthophosphates von den organischen Phosphorverbindungen sollte
dann die erwihnten Probleme vermeiden. Bei dieser Methode kann
freilich nicht ausgeschlossen werden, daff vorhandene Phosphatasen die
extrahierten organischen Phosphorverbindungen teilweise hydrolysieren
und auf diese Weise einen hbﬁeren cytoplasmatischen Orthophosphat-
pool vortiuschen. Die von den Autoren angegebenen Werte in der
Groflenordnung von 15 mM erscheinen tatsichlich etwas hoch.

Karras und DanLQuisT (1981) haben mit einer 31P-kernmagneti-
schen Resonanzanalyse (NMR) den intrazelluliren pH-Wert bei
Anacystis nidulans bestimmt, wobei sie sich der pH-abhingigen
Verschiebung der Orthophosphatbande bedienten. Aus den Spektren lafit
sich eine Phosphatkonzentration im Cytoplasma von etwa 1,3 mM ab-
schitzen. Dieser Wert ist zwar schon wesentlich niedriger als der von
BorNEFELD und WEIs angegebene; er ist jedoch mit Sicherheit nicht der
minimal mogliche Wert, da fiir die NMR-Messungen sehr dicht gepackte
Zellsuspensionen von Anacystis nidulans benotigt werden. Unter diesen
Bedingungen, bei denen die Lichtintensitit und daher auch die Photo-
syntheserate sehr verringert ist, ist auch der pH-Gradient zwischen
beiden Seiten der Thylakoidmembran viel kleiner als bei hohen Licht-
intensititen. Nun diirfte gerade die cytoplasmatische Orthophosphat-
konzentration bei Blaualgen ganz entscheidend von diesem pH-
Gradienten abhingen, wie unten ausgefiihrt werden soll. Auflerdem
waren KaLras und DAHLQUIST gezwungen, die Algen wihrend der
NMR-Messungen mit hohen EDTA-Konzentrationen mindestens zwei
Stunden lang zu inkubieren, was vermutlich das cytoplasmatische Ortho-
phosphat-ATP-Polyphosphat-Gleichgewicht und damit den steady state
der Phosphatinkorporation perturbierte, der von bivalenten Kationen
abhingt. Die Meinungen iiber die cytoplasmatischen Phosphatkonzen-
trationen bleiben daher beim gegenwirtigen Wissensstand kontroversiell,
und es erscheint zielfiithrender, auf der Basis einer einfachen Berechnung
iiber diese Grofle zu spekulieren. Zu diesem Zweck muff man davon
ausgehen, dafl das Orthophosphat in der Blaualgenzelle einerseits via
Photophosphorylierung im Gleichgewicht mit dem ATP steht, wobei der
pH-Gradient an der Thylakoidmembran die Energie fiir diesen Prozef
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liefert. Andererseits steht auf Grund einer Reaktion, die von dem Enzym
Polyphosphatkinase (HOFFMANN-OSTENHOF, 1957) katalysiert wird, das
ATP auch im Gleichgewicht mit den Polyphosphaten. Die beiden
intrazelluliren Gleichgewichtsreaktionen lassen sich demnach wie folgt
formulieren:

Photophosphorylierung: [P]; + n[H*]}r + ADP = ATP + n[H"]c
Polyphospﬁatbildung: ATP+ P~P),=ADP + (P~ P)p+,

Gesamtreaktion: [Pli+n[H* ]+ (P~P).=n[H]c + (P~P)n+,

(Eine etwaige Wirkung von Phosphatasen wurde in diesem einfachen
Schema nicht beriicksichtigt. Sie wiir(Fe in der Gesamtreaktion die Anzahl
der translozierten Protonen pro gekniipfter Polyphosphatbindung
scheinbar verringern.)

Da (P ~ P), und (P ~ P),+ thermodynamisch gesehen die gleiche
Aktivitit besitzen, hingt die cytoplasmatische Phosphatkonzentration
[P]; im Gleichgewicht nur ab vom pH-Gradienten iiber die Thylakoid-
membran, der Anzahl n der Protonen, die pro inkorporiertem Phosphat
durch die Thylakoidmembran transloziert werden, und der Gleichge-
wichtskonstanten der Polyphosﬁphatbildung aus Phosphat, die so grofl ist
wie jene der ATP-Bildung ((H"]c und [H} sind die Protonenkonzen-
trationen im Cytoplasma und im Thylakoidraum). Die cytoplasmatische
Phosphatkonzentration a8t sich daher (unter Vernachlassigung des
elektrischen Terms in der ,,proton motive force*) vereinfacht mit der

Beziechung abschitzen:
1 [H']c )
P i =
7} K( [H) *)

Sie ist daher fiir einen gegebenen pH-Gradienten bei einer bestimm-
ten Lichtintensitit konstant.

Die Gleichgewichtseinstellung wird durch externe Phosphatkon-
zentrationen und durch die Aufnahme nicht beeinflufit, da ja der Schritt
durch die Membran viel langsamer ist als die nachfolgende Photophos-
phorylierung. Alles aufgenommene Phosphat wird sofort metabolisiert,
wobei sich sowohl organische Phosphorverbindungen als auch Poly-
phosphate bilden. Dabei hingt das jeweilige Ausmafl der Polyphosphat-
biosynthese von der Aktivitat des Phosphatcarriers ab: Transportiert er
mehr Phosphat, als die Zelle zum Aufbau der organischen Phosphorver-
bindungen braucht, dann wandert der Uberschuf} sofort in den Poly-
phosphatpool, der ja mit dem ATP im Gleichgewicht steht. Die Poly-
ﬁhosphate fungieren dabei als Puffer, der die cytoplasmatische Phosphat-

onzentration bei einer gegebenen Lichtintensitat konstant hilt.

Interessant ist nun die Groflenordnung der cytoplasmatischen
Phosphatkonzentration, die sich nach Gleichung (4) fiir verschiedene
pH-Gradienten und n-Werte berechnen lifit. Die Anzahl der trans-
lozierten Protonen pro gebildetem ATP diirfte bei Spinatchloroplasten
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drei sein (TREBST, 1974). Geht man nun davon aus, dafy die Anzahl der
Protonen, die pro gebildeter Polyphosphatbindung durch die Thylakoid-
membran transloziert werden mufl, gemifl dem oben beschriebenen
Schema weitgehend von dieser H*/ATP-Stochiometrie bestimmt wird,
so errechnet sich fiir einen pH-Gradienten von 4,0 mit log K = —5,28 bei
einem n = 3 eine cytoplasmatische Phosphatkonzentration von 0,19 pM.
Man kann weiters leicht ausrechnen, dafl bei niedrigeren Lichtintensi-
titen und pH-Gradienten die Phosphatkonzentration bis in den milli-
molaren Bereich ansteigt.

Das oben durchgefithrte Rechenbeispiel zeigt, daf} es theoretisch
moglich ist, dafl die cytoplasmatische Orthophosphatkonzentration sehr
geringe Werte annehmen kann, wobei man im Extremfall fast auf Kon-
zentrationen kommen kann, die in Algenkulturen iiberschritten werden
missen, damit Phosphat in die Zelle einstrémt und somit eine Nettoauf-
nahme moéglich ist. In diesem Fall wire ein aktiver Transport nicht nétig.
Wenn man von der einfachsten Arbeitshypothese ausgehen will, muf}
man daher zunichst versuchen, die Phosphataufnahme bei Blaualgen mit
Hilfe des Konzepts einer erleichterten Diffusion zu beschreiben. In die-
sem Fall ist weiters die Annahme eines Carriers, der in beide Richtungen
mit gleicher Maximalgeschwindigkeit transportiert, das einfachste

Modell.

Es erscheint daher sinnvoll, zunichst dieses Modell einer Priifung
zu unterziehen. Dabei soll jedoch besonders die ,,steady-state-Netto-
inkorporation beriicksichtigt werden, die fiir limnochemische Frage-
stellungen wesentlich interessanter ist als die Anfangsgeschwindigkeit der
Aufnahme.

3.3.3 Die Nettophosphataufnahme

Die Nettophosphataufnahme bei Blaualgen miifite im einfachsten
Fall eines elektroneutralen Phosphat-Protonen-Kotransports der Glei-

chung . ( n_ ) 5
T NP T K+ [P ®)

folgen, in der K. und K; die jeweiligen Michaelis-Konstanten fiir den
Influx und den Efflux sind (WiLLBRANDT und ROSENBERG, 1961). Man
mufl sich jedoch dariiber im klaren sein, daff diese Beziehung aus drei
Griinden nur eine idealisierte Beschreibung der tatsichlich ablaufenden
Vorginge ermoglicht; sie beriicksichtigt nicht

1. einen moglichen Leakage von organischen Phosphorverbindun-
gen (KUENZLER, 1970),

2. die mogliche Funktion zusitzlicher Carrier bei hoheren externen
Phosphatkonzentrationen sowie

3. mogliche Abweichungen von der Michaelis-Menten-Kinetik, die
auf Grund der Assoziation des Carriers mit Membranstrukturen auf-
treten (VINCENT und THELLIER, 1983).
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Aus Gleichung (5) li8t sich das Phosphatkonzentrationsverhiltnis B
zwischen dem Cytoplasma und dem Medium im Gleichgewicht (Jp = 0)
berechnen: B = [P]//[P]. = Ki/K.. Weiters ist B =10 7', wobei m die
Anzahl der kotransportierten Protonen ist. Demnach kdnnen sowohl K;
als auch [P); (unter Verwendung von Gleichung (4)) in Gleichung (5) sub-
stituiert werden, und man erhilt nach einer einfachen Umformung fiir
die Nettophosphatinkorporation:

b=V ( [Pl 1 ) ©
P7Uma\K, + [P). KK 10"+ ™0 4 q

Damit wird unmittelbar ersichtlich, daff bei einer konstanten exter-
nen Phosphatkonzentration im Fall der Giiltigkeit dieser Gleichung die
Nettophosphatinkorporation in erster Niherung nur von den pH-
Gradienten als Variablen abhingt, wobei besonders der Gradient an der
Thylakoidmembran eine wichtige Rolle spielen sollte, der unter den iibli-
chen Versuchsbedingungen viel grofier ist als jener an der Cytoplasma-
membran. Dies wiirde die Energieabhingigkeit der Phosphatinkorpo-
ration auf einfache Weise erkliren; dabei sollte sich jede Manipulation
am pH-Gradienten an der Thylakoidmembran so auf diese Energieab-
hingigkeit auswirken, dafl die durch Gleichung (6) beschriebene Relation
zwischen V,,,,, K¢, [P]e und n gewahrt bleibt. Damit ergab sich eine erste
Moglichkeit, dieses Modell zu testen, und man stand vor der Notwen-
digkeit, diesen Gradienten zu bestimmen und in Beziehung zur Phos-
phataufnahme zu setzen. Welche Wege dabei beschritten wurden, soll im
folgenden kurz geschildert werden.

34 Die Messung des pH-Gradienten

Nach der chemiosmotischen Hypothese (MITCHELL, 1966) ist beim
photosynthetischen Elektronentransport in der Thylakoidmembran ein
Wasserstoffcarrier (z. B. Plastochinon) beteiligt, der einen Protonen-
transfer in den Thylakoidraum ermdglicht. Zu diesem Zweck reagiert er
mit dem Elektron und einem Proton an der Cytoplasmaseite der Thyla-
koidmembran und ubertrigt das Elektron auf einen Reaktionspartner,
der sich an der Innenseite der Thylakoide befindet. Gleichzeitig wird an
dieser Stelle das Proton wieder abgegeben und wandert somit in den
Thylakoidraum. Auf diese Weise entsteht ein pH-Gradient zwischen
dem Cytoplasma und dem Thylakoidraum. Die auf diese Weise gebildete
elektrochemische Potentialdifferenz zwischen den beiden Seiten der
Thylakoidmembran liefert die Energie fiir die ATP-Synthese, die durch
einen Proteinkomplex katalysiert wird, der ebenfalls mit der Thylakoid-
membran assoziiert ist und der aus einem hydrophoben Membransektor
CF; und einem an der Auflenseite der Membran befindlichen Kopplungs-
faktor CF, besteht. Durch diesen Proteinkomplex flieflen die Protonen,
dem Gradienten folgend, wieder aus dem Thylakoidraum heraus und

treiben dabei die ATP-Bildung voran.
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Nach MrrcHELL setzt sich die auf Grund des Protonenflusses in den
Thylakoidraum entstandene elektrochemische Potentialdifferenz A fiy
(die sogenannte ,,proton motive force*) aus zwei Gliedern zusammen,
aus einem chemischen und einem elektrischen:

[H'lr
[H')c

Ay ist die elektrische Potentialdifferenz zwischen der inneren und
der dufleren Phase (ein Ay von 59 mV entspricht einem Protonenverhilt-
nis [H*]1/[H*]c von 10).

Um nun einen Zusammenhang zwischen der Phosphataufnahme
und der proton motive force studieren zu kénnen, miifite man die Ab-
hingigkeit der Phosphataufnahme von A iz messen. Leider lifit sich
nicht die gesamte proton motive force, sondern nur der pH-Gradient auf
einfache Weise bei lebenden Blaualgen bestimmen. Nun ist bei Chloro-
plasten 2,3 RTApH>> FAY, und auch bei Blaualgen wird angenommen
(BINDER, 1982), dafl der elektrische Term gegeniiber dem chemischen
vernachlissigt werden kann. Man kann daher davon ausgehen, daff der
pH-Gradient zwischen beiden Seiten der Thylakoidmembran in befrie-
digender Weise ein Mafl fiir die ,,Energetisierung® an der Thylakoid-
membran darstellt und fiir die gewiinschten Untersuchungen herange-
zogen werden kann.

Zur Messung des pH-Gradienten in Blaualgen wurde eine Methode
adaptiert, die von HELDT et al. (1973) erfolgreich bei Chloroplasten ver-
wendet worden war. Diese Methode beruht auf Befunden, die mit iso-
lierten Thylakoiden gewonnen worden waren. Hier konnte man beob-
achten, dafl die oben beschriebene Ansiuerung im Licht zu einer unglei-
chen Verteilung der schwachen Base Methylamin innerhalb und aufler-
halb der Thylakoide fiihrte, und zwar aus folgendem Grund: Die unge-
ladene Form des Amins wandert so lange durch die Membran, bis sich
auf beiden Seiten der Membran die gleiche Konzentration eingestellt hat.
Ist nun der pH-Wert auf beiden Seiten der Membran gleich grof§, so wird
sich am Konzentrationsverhiltnis nichts indern, da das Amin in beiden
Fillen im gleichen Ausmaf} protoniert wird. Liegt aber ein pH-Gradient
vor, so assoziiert das Amin Protonen in unterschiedlicher Weise an den
Orten mit verschiedenen pH-Werten, bis im steady state folgende Gleich-
gewichtsbedingung erfullt ist:

[H+]innen [RNH3+]innen
[H+]auﬁen B [RNH}‘F]auﬁen'

Der pH-Gradient lifit sich daher aus der Verteilung der Base ab-
schitzen: Je niedriger der pH-Wert in den Thylakoiden ist, desto stirker
wird das Amin akkumuliert. Die gleichen Uberlegungen gelten auch fiir
schwache Sduren (z. B. DMO), deren Einsatz sich jedoch empfiehlt,
wenn der pH-Gradient in einer Organelle gemessen wird, die alkalischer
als das Inkubationsmedium ist. Auch hier gilt:

Afig = RT In + FAvy.
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[H+]innen [DMO‘]auﬁen

[H+]auﬁen B [DMO—]innen |

Bei Blaualgen ist die Situation komplizierter, da nicht nur ein, son-
dern zwei Reaktionsraume vorliegen: ein Cytoplasma- und ein Thyla-
koidraum. Es war jedoch zu erwarten, daff der Protonenfluff vom Cyto-
plasma in den Thylakoidraum die pH-Werte beider Raume in entgegen-
gesetzter Weise verandert, wie dies auch bei Chloroplasten beobachtet
worden war. Hier konnte der Protonenfluff vom Stroma in den Thyla-
koidraum in ein und demselben Experiment verfolgt werden, indem die
Alkalisierung des Stromes mit DMO und die Acidifizierung des Thyla-
koidraumes mit Methylamin gemessen wurde (HELDT et al., 1973).

Diese Methode konnte nun im groflen und ganzen iibernommen
werden. (Die Details einer vereinfachten Berechnung, bei der zunichst
der pH-Wert im Cytoplasma mit DMO bestimmt wird, worauf die
Methylaminmenge, die sich bei diesem pH-Wert in dem Cytoplasma
befindet, abgeschitzt werden kann und nach Subtraktion von der gesam-
ten aufgenommenen Methylaminmenge den Anteil ergibt, der sich im
Thylakoidraum befindet und mit dem dann auch fiir diesen der pH-
Wert kalkuliert wird, werden auf Anfrage vom Autor zugesandt.)

Es stellte sich heraus, daf} bei Anacystis nidulans (FALKNER et al.,
1976a) und Nostoc muscorum (GRrarrius, unverdffentlicht) Beleuchtung
tatsichlich die erwarteten Effekte auf die pH-Werte im Cytoplasma und
im Thylakoidraum ausiibt (Tab. 4). Man sieht, daf} es im Licht wie bei
Chloroplasten tatsichlich zu einer Alkalisierung des Cytoplasmas und
einer Ansduerung des Thylakoidraumes kommt.

Tabelle 4: pH-Werte im Cytoplasma- und Thylakoidraum im Licht und im Dunkeln bei
Anacystis nidulans.

pHeye pHrny) ApH

Licht 7,7 4,
Dunkel 7,4 5

N W
NN

Abbildung 8 veranschaulicht den Effekt von CCCP auf den pH-
Gradienten, der in Gegenwart des Entkopplers praktisch vollig zusam-
menbricht. Diese Messungen, mit denen iibrigens zum ersten Mal inner-
halb einer lebenden Zelle ein pH-Gradient bestimmt worden war, zeigen
nicht nur in der photosynthetischen Energieumsetzung eine enge Ver-
wandtschaft zwischen Blaualgen und Chloroplasten. Sie erlauben auch
bei Blaualgen die Abschitzung der cytoplasmatischen Phosphatkonzen-
tration bei verschiedenen Lichtintensititen und damit unmittelbar die
Uberpriifung der Gleichung (5).
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Abb. 8: Effekt von CCCP auf die pH-Werte des Cytoplasma- und Thylakoidraumes bei
Anacystis nidulans im Licht. Fiir die Inkubationsbedingungen siehe: FALKNER et al. (1974).

35 Die Abhidngigkeit der Phosphataufnahme vom
pH-Gradienten zwischen beiden Seiten der Thyla-
koidmembran

Wird die Phosphataufnahme bei einem pH-Wert im Medium gemes-
sen, der etwa so grof} ist wie jener im Cytoplasma, dann lafit sich die
Nettophosphatinkorporationsrate vereinfacht mit Hilfe der Beziehung

=V ( [Pl } )
P \Ke+ [Pl K K107 41

beschreiben, die sich unmittelbar aus Gleichung (6) ergibt, wenn der
Term mApH,,, gegeniiber dem Term nApH,y vernachlassigt wird. Die
Giiltigkeit dieser Gleichung kann nun einem ersten Test unterzogen wer-
den, indem die Phosphataufnahme in Abhingigkeit vom pH-Gradienten
gemessen und mit dem Kurvenverlauf verglichen wird, der sich aus obiger
Gleichung mit der K, und der V,,,, errechnen lifit, die fiir die Phosphat-
konzentration unter den experimentellen Bedingungen charakteristisch
sind. Fiir die Anzahl n der translozierten Protonen pro inkorporiertem
Phosphat konnen Werte erwartet werden, die nahe bei drei liegen. Eine
mogliche Variabilitit von n lifit sich nun so beriicksichtigen, daf} die
obige Kurve fiir verschiedene n-Werte berechnet wird. Stimmt eine der
so gewonnenen Kurven mit den experimentellen Daten tiberein, so kann
dies als erster Hinweis fiir die Brauchbarkeit des vorgeschlagenen Kon-
zepts betrachtet werden.
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Abb. 9: Abhingigkeit der Phosphatinkorporation vom pH-Gradienten an der Thylakoid-
membran bei Anacystis nidulans. Phosphatkonzentration: 900 uM. Die Kurve wurde mit
Gleichung (6), unter Verwendung von V,,,, = 60 nMole (mg Chl. min), K, = 100 pM und
einem n-Wert von 3,3, berechnet. Der pH-Wert des Mediums war 7,6.

Abbildung 9 zeigt die Abhingigkeit der Phosphataufnahme vom
pH-Gradienten an der Thylakoidmembran. Dabei wurden die Auf-
nahmeraten mit phosphatunverarmten Algen bei einer hohen Phosphat-
auflenkonzentration im Medium gemessen. Die Variation des pH-Gra-
dienten erfolgte mit Hilfe der Lichtintensitit. In dem vorliegenden
Experiment ergab sich, dafl die Meflwerte tatsichlich auf der Kurve
liegen, die sich mit Hilfe der obigen Gleichung berechnen lifit, wenn fiir
n ein Wert von 3,3 eingesetzt wird und fiir die K, und die V,,, diejenigen
Groflen verwendet werden, die fiir diesen physiologischen Zustand re-
prisentativ sind. Man sieht, dafl der auf diese Weise erhaltene Wert fiir
n = 3,3 der theoretisch zu erwartenden Stochiometrie recht nahe kommt.
Dariiber hinaus kann auf der Basis der hier entwickelten Vorstellungen
jie Energieabhingigkeit der Nettophosphatinkorporation erklirt wer-

en.

Diese erste Ubereinstimmung der experimentellen Daten mit der
vorgeschlagenen Funktion ermutigte zu einer weiteren Verwendung die-
ses Modells, wobei einige Eigenschaften des hier beschriebenen Mecha-
nismus ausgeniitzt werden konnten, auf die in der Folge eingegangen
werden soll. Dabei kann man sich die Tatsache zunutze machen, dafl die-
ses Konzept nicht nur fiir einen Phosphat-Protonen-Kotransport, son-
dern ganz allgemein fiir jeden Transport gilt, bei dem das Phosphatmole-
kiil entweder mit einem Kation — der Differenz der chemischen Poten-
tiale beider Ionen folgend — passiv in die Zelle einfliefit oder gegen ein
Anion ausgetauscht wird. Auch in diesem allgemeinen Fall entspricht
nimlich B dem Verhiltnis der Phosphatkonzentrationen im Cytoplasma
und Medium im Gleichgewicht. Kommt es dabei unter bestimmten
Wachstumsbedingungen zu einem Kotransport mit einem Kation, dessen
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Auflenkonzentration weit iiber der Innenkonzentration liegt, oder zu
einem Austausch mit einem Anion, dessen Innenkonzentration héher als
die Aulenkonzentration ist, so kann die externe Phosphatkonzentration
im Gleichgewicht betrichtlich unter die cytoplasmatische absinken.

3.6 Die Analyse der Konzentrationsabhingigkeit
der Nett0£hosphataufnahmerate unter besonderer
Bericksichtigung linearer Flufl-Kraft-Beziehun-
gen

Die Triebkraft X, die den Nettophosphattransport durch die Zell-
membran bewirkt, ist ganz allgemein
[P)
B

[P

wobei B = Ki/K,, wie oben ausgefiihrt, die Verteilung der Phosphat-
molekiile zwischen Cytoplasma und Medium im GleicEgewicht wider-
spiegelt. Fiir Limnologen ist naturgemifl besonders der Konzentrations-
bereich in der Nihe des Gleichgewichts interessant, bei dem die externe
Phosphatkonzentration gleich [P]/B ist und daher die Triebkraft der
Aufnahme Null wird. Denn erst wenn diese Gleichgewichtskonzentra-
tion iiberschritten wird, kann die Nettophosphataufnahme ablaufen, und
sie wird umso stirker ablaufen, je hoher die externe Phosphatkonzentra-
tion den Wert [P];/B iibersteigt. Nach den Gesetzmifligkeiten der Nicht-
gleichgewichtsthermodynamik ist in unmittelbarer Nahe des Gleich-
gewichts die Nettoaufnahmerate Jp der Triebkraft X proportional und

daher [P]. ]
[PE

Der Proportionalitatsfaktor Lp ist ein phanomenologischer Koef-
fizient, der angibt, auf welche Weise sich Anderungen der Triebkraft auf
den Phosphattluf} in die Zelle auswirken. Da bei einer gegebenen Licht-
intensitit die Innenkonzentration [P); auf Grund der Gleichgewichts-
reaktion mit den Polyphosphaten konstant ist und auch nicht von Ande-
rungen der externen Phosphatkonzentration beeinflufit werden kann und
auch B fiir einen bestimmten pH-Wert (bzw. eine gegebene Ionenzusam-
mensetzung) im Medium konstant ist, hangt in der Nihe des Gleich-
gewichts die Nettoaufnahmerate nur mehr vom Logarithmus der exter-
nen Phosphatkonzentration als Variablen ab. Eine Auftragung der bei
den verschiedenen externen Phosphatkonzentrationen gemessenen
Aufnahmeraten gegen den Logarithmus dieser Konzentrationen miifite
daher in Gleichgewichtsnihe eine Gerade ergeben, deren Neigung
2,3 RTLp ist und die die log-[P].-Achse bei dem Wert schneidet, bei dem
die Nettoaufnahme Null ist. Der Achsenabschnitt auf der log-[P].-Achse
stellt demnach einen Schwellenkonzentrationswert dar, den die externe
Phosphatkonzentration iiberschreiten muff, damit eine Nettoaufnahme
eintritt. Mit einer derartigen Auftragung einer Messung der Konzen-

X =2,3RTlog

Jp=2,3LpRT log
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trationsabhingigkeit der Aufnahmerate miifite es daher theoretisch mog-
lich sein, die fiur das Ausmafl des Algenwachstums so entscheidende
Gleichgewichtskonzentration zu ermitteln. In der Praxis lifit sich die
lineare Beziehung zwischen der Aufnahmerate und dem Logarithmus der
externen Phosphatkonzentration jedoch nur dann anwenden, wenn sie
sich bis in einen Konzentrationsbereich erstreckt, in dem die Bestimmung
von Nettoaufnahmeraten mefltechnisch méglich ist, d. h. wenn lange
genug ohne Anderung der externen Phosphatkonzentration inkubiert
werden kann.

Phosphataufnahme (uMole mg Cht min®)
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Abb. 10: Semilogarithmische Auftragung der Konzentrationsabhangigkeit der Phosphat-
inkorporation bei Nostoc muscorum in Abhingigkeit der Kultivation auf phosphatfreiem
Medium (A 9 Stunden, @ 26 Stunden). Temperatur: 25° C. Beleuchtung.

Abbildung 10 zeigt eine semilogarithmische Auftragung der Phos-
phataufnahme bei Nostoc muscorum. Die Messungen wurden vorge-
nommen, nachdem die Algen unterschiedlich lange unter phosphatfreien
Bedingungen geziichtet worden waren. Bei Anacystis nidulans ergab
sich ein dhnliches Bild (FALKNER et al., 1984b). Auffallend ist, dafl die
Phosphataufnahme bei diesen morphologisch doch sehr unterschiedli-
chen Blaualgen vom Logarithmus der externen Phosphatkonzentration
liber einen wesentlich weiteren Konzentrationsbereich linear abhingt, als
dies iiblicherweise bei Enzymreaktionen nach den Regeln der Nicht-
gleichgewichtsthermodynamik der Fall ist. Danach hitte sich nur fiir eine
logarithmische Konzentrationsdifferenz von 2,3(log[P].-log([P]:/B))<< 1
Linearitit zeigen diirfen. Es war daher zu untersuchen, ob der mit Hilfe
der logarithmischen Auftragung extrapolierte Konzentrationswert, der
im folgenden als ,,A-Wert* bezeichnet werden soll, tatsichlich identisch
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ist mit der Schwellenphosphatkonzentration, die tiberschritten werden
mufl, damit es zu einer Aufnahme kommen kann. Dies testeten FALKNER
et al. (1984a) auf folgende Weise: Anacystis nidulans wurde in statischer
Kultur geziichtet, wobei jedoch die vorgegebene Phosphatkonzentration
im Verhiltnis zu den tibrigen Nihrstoffen nicht allzu hoch war. Nach-
dem alles verfiigbare Phosphat aufgenommen worden und somit das
Wachstum auf Grund der Phosphatlimitierung zum Erliegen gekom-
men war, wurde mit Hilfe einer kinetischen Messung der A-Wert be-
stimmt und mit der im Medium verbliebenen Phosphatkonzentration
verglichen. (Diese geringe Restkonzentration wurde mit Hilfe einer
Parallelkultur ermittelt, in der Algen unter identischen Bedingungen,
jedoch auf **P-Phosphat wuchsen.) In beiden Fillen ergab sich praktisch
die gleiche Grofle: Das Aufnahmeexperiment erbrachte einen A-Wert
von 20 nM, im Medium lieflen sich 19 nM nachweisen. Diese weitgehende
Ubereinstimmung erlaubt die Schlufifolgerung, daf die Aufnahme der
linearen logarithmischen Beziehung iiber einen weiten Konzentrations-
bereich folgt.

Es mufite nun auf der Basis des hier diskutierten Mechanismus der
Nachweis erbracht werden, dafl ein derartiges, von den Gesetzmifligkei-
ten der Nichtgleichgewichtsthermodynamik abweichendes Verhalten
theoretisch moglich ist. Dies soll wieder mit Hilfe der Grundgleichung (5)
geschehen, die (nach Multiplikation des Zihlers und Nenners des zwei-
ten Terms mit K./K; = 1/B) in die folgende modifizierte Form iiberge-
fihrt werden kann: )

( [P]. [P]/B
Ip = Vinax [P]. + K. [Pl/B + K.

Dabei wird in diesem Rechenbeispiel der Wert fiir [P];/B konstant
gesetzt und die Auflenkonzentration variiert ([P];//B sei 0,05 uM). Als
Michaeliskonstante K, und Maximalgeschwindigkeit Vy,,, mogen Werte
verwendet werden, die fir phosphatlimitiert wachsende Algen reprisen-
tativ sind. Die mit diesen Groflen errechneten Raten sollen dann gleich
gegen den Logarithmus der jeweiligen, in Gleichung (5) verwendeten
Phosphatkonzentration aufgetragen werden.

Aus Abbildung 11 ist ersichtlich, daf sich bei dieser Vorgangsweise
ein Kurvenlauf errechnen lifit, der tatsichlich durch einen langen linearen
Bereich ausgezeichnet ist, wobei auch hier der Achsenabschnitt dem
Logarithmus von [P],/B entspricht. Auf einen prinzipiell zhnlichen Sach-
verhalt hat schon ROTTENBERG (1978) in einer theoretischen Arbeit tiber
die Behandlung der energetischen Kopplung in Mitochondrien und
Chloroplasten mit Hilfe der irreversiblen Thermodynamik hingewiesen:
Folgt die Substrataufnahme einer erleichterten Di&usion und liegt eine
konstante Innenkonzentration in der Groflenordnung der Michaelis-
Konstante unabhingig von Variationen der Auflenkonzentration vor,
dann zeigt sich eine lineare Abhingigkeit zwischen der Nettoinkorpora-
tionsrate und der Transportaffinitat bis zu einem mindestens 20fachen
Konzentrationsverhiltnis. Bei Beriicksichtigung einer Abweichung von
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Abb. 11: Semilogarithmische Auftragung der Konzentrationsabhingigkeit der Aufnahme-

rate, nach Gleichung (5) mit P /B = 0,05 uM, K. = 0,15 uM, V,,.,, = 9 uMole (mg Chl.
min)~' berechnet.

15 % errechnet sich die Linearitat sogar fiir 80 % des gesamten Ge-
schwindigkeitsbereiches. Lange vor der theoretischen Behandlung dieses
Phinomens durch ROTTENBERG (1978) und vAN DER MEER et al. (1980)
hat iibrigens THELLIER schon 1970 vorgeschlagen, die Konzentrations-
abhingigkeit der Aufnahmerate generell mit Hilfe einer semilogarithmi-
schen Auftragung zu analysieren. FALKNER et al. (1984a) haben aus die-
sem Grund diese Art der Auftragung ,,Thellier-plot* genannt. THELLIER
hat freilich die semilogarithmische Auftragung auch bei Prozessen ver-
wendet, bei denen die theoretische Rechtfertigung nicht so einsichtig ist
wie bei der Phosphataufnahme (z. B. der Aufnahme von Kationen).

Fiir den hier diskutierten Fall li}t sich auch ableiten, wie die Pro-
portionalititskonstante Lp von der Aktivitit des Phosphatcarriers ab-
hingt. Folgt man der Prozedur ROTTENBERGS (1978) und setzt in Glei-
chung (5) nach Division des Zihlers und Nenners durch K, bzw. K; die
Briiche [P]./K. und [P]/K; gleich P’ und P”, dann ist

P P>
JP=Vmax(P,+l - P))+1)'

Fiir Werte von [P]. und [P]; nahe an K, und K; kann man unter Ver-
wendung einer logarithmischen Reihe, die in diesem Fall nach dem ersten
Glied abgebrochen werden kann, die beiden Briiche durch logarithmi-
sche Ausdriicke ersetzen, wobel man sich der Approximation:
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P 1 InP

=—+
P+1 2 4

bedienen kann. Dieses Verfahren ergibt die Funktion:

Vmaxl [P]e E Vmax l [P]e
=" e K, T2 T o8,
Wenn die Triebkraft der Aufnahme X = RT In [P]. B/[P]; ist, er-

rechnet sich unmittelbar auf Grund von:
VimaxX
=" Rt

fir RTL, = V.,/4 und fiir 2,3 RTL, ungefihr V,,,/2. Die Neigung
2,3 RTL; soll im folgenden der Einfachheit halber mit Lx bezeichnet
werden. Diese kleine Umformung zeigt unmittelbar, wie die Neigung
der Geraden in der semilogarithmischen Auftragung die Maximalge-
schwindigkeit des Carriers widerspiegelt. Da die Maximalgeschwindig-
keit von der Phosphatverarmung abhangt, nimmt die Neigung in Abbil-
dung 10 mit zunehmender Kultivierungsdauer auf phosphatfreiem
Medium zu.

Man kann mit Hilfe der oben beschriebenen Prozedur, bei der die
Nettophosphataufnahme nach Gleichung (5) berechnet und gegen den
Logarithmus der Phosphatkonzentration aufgetragen wird, leicht zeigen,
daf} der Achsenabschnitt auf der log-[P].-Achse praktisch die Gleich-
gewichtskonzentration liefert, solange die Michaelis-Konstante nicht
mehr als fiinfmal so grof} wie der Wert fir [P]i/B ist. Dies scheint bei
phosphatlimitiert wachsenden Algen, bei denen die Michaelis-Konstante
nahe bei 0,1 uM liegt, ganz offensichtlich der Fall zu sein.

Ubersteigt die Michaelis-Konstante K, den Wert fiir [P];/B um mehr
als das Zehnfache, dann zeigt die semilogarithmische Auftragung der
Gleichung (5) noch immer einen langen linearen Bereich. Der extra-
polierte Achsenabschnitt auf der log-[P].-Achse beginnt jedoch mehr und
mehr von der tatsichlichen Gleichgewichtskonzentration abzuweichen
(in Abbildung 12 wurde der Kurvenverlauf mit einem K. zu [P];/B-
Verhiltnis von 100 berechnet). Fiir limnologische Untersuchungen ist
diese Einschrinkung der Anwendung der logarithmischen Auftragung
jedoch ohne Relevanz: Die Michaelis-Konstante kann die cytoplasmati-
sche Phosphatkonzentration nur dann um das 100- bis 1000fache tiber-
steigen, wenn die externe Phosphatkonzentration sehr hoch ist, da ja
Blaualgen ganz offensichtlich die Michaelis-Konstante auf die externe
Phosphatkonzentration einstellen. Dann aber ist das Algenwachstum
nicht mehr phosphatlimitiert und eine Analyse des Phosphataufnahme-
systems uninteressant. In der Praxis tritt ein derartiger Fall, bei dem die
externe Orthophosphatkonzentration im mikromolaren Bereich vor-
liegen mufl (d. h. mehr als 30 pg/l) auflerdem meist nur kurzzeitig auf
(z. B. nach der Fruhjahrsdurchmischung) und geht sehr rasch in einen

B.

= LPX9
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Abb. 12: Semilogarithmische Auftragung der Konzentrationsabhingigkeit der Aufnahme-
rate, nach Gleichung (5) mit P /B = 0,05 uM, K. = 5 uM und V,,,, = 10 uMole (mg Chl.
min) ' berechnet.

Zustand iber, in dem die externe Phosphatkonzentration sehr gering ist.
Dies fiihrt unmittelbar zu einem Absinken der Michaelis-Konstanten und
damit zu Bedingungen, unter denen die Voraussetzungen fiir eine sinn-
volle Anwendung der Fluf8-Kraft-Beziehung erfiillt sind.

Auffallend ist die offensichtliche Tendenz bei phosphatlimitierten
Algen, die Michaelis-Konstante und die cytoplasmatische Phosphat-
konzentration so aufeinander abzustimmen, daf? eine lineare Beziehung
zwischen der Absorptionskraft und dem Aufnahmefluff noch weit ent-
fernt vom Gleichgewicht beobachtet werden kann. Dieses Phinomen,
das noch weitere Untersuchungen verdient, erinnert an STUcCkis bio-
energetisches Optimierungsprinzip bei Mitochondrien, das er ,,Opti-
mierung durch Linearitit* nannte (STucki, 1983). Er postulierte, dafl die
Evolution der oxydativen Phosphorylierung hin zur Linearitit durch
dieses Prinzip dominiert gewesen sein konnte, da beim linearen Opera-
tionsmodus cfie Energie wesentlich effizienter umgesetzt wird. Eine dhn-
liche Situation konnte auch bei der Phosphatinkorporation vorliegen.
Auch hier war die lineare Beziehung noch weit entfernt vom Gleichge-
wicht giiltig. In der Tat gewihrleisten die beiden Voraussetzungen, die zu
diesem Zweck erfiillt werden miissen, die 6konomisch giinstigste Aus-
niitzung des Carrierproteins und des phosphorylierenden pH-Gradien-
ten an der Thylakoidmembran:

1. Die externe Phosphatkonzentration liegt nicht allzuweit iiber dem
Wert fir [P];/B.

2. Die Michaelis-Konstante des Carriers ist nicht mehr als fiinfmal
so grofl wie die extrazellulire Phosphatkonzentration.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dafl die semilogarith-
mische Auftragung der Aufnahmerate gegen die zugesetzte Phosphat-
konzentration bei phosphatlimitierten Algen einen Kurvenverlauf ergibt,
der in erster Naherung durch einen langen linearen Bereich ausgezeichnet
ist. Die Neigung der resultierenden Geraden spiegelt die Maximalge-
schwindigkeit des Phosphatcarriers wider. Der Abschnitt auf der log-
[P]e-Achse, der als A-Wert bezeichnet wurde, gibt fiir den Fall, daf
K. =< 5 [P]//B ist, eine ,,Schwellenkonzentration® an, die iiberschritten
werden muf}, damit eine Nettoaufnahme moglich ist. Der A-Wert ist nur
dann identisch mit der cytoplasmatischen Phosphatkonzentration, wenn
ein Protonen-Phosphat-Kotransport vorliegt und zwischen Cytoplasma
und Wachstumsmedium kein pH-Gradient existiert.

Es war jedoch auffallend, daff die A-Werte, die bei phosphatlimi-
tiert wachsenden Algen bestimmt worden waren, unter den theoretisch
zu erwartenden cytoplasmatischen Gleichgewichtskonzentrationen la-
gen. Offensichtlich findet bei phosphatlimitierten Algen — anders als bei
Algen, die in einer statischen Kultur geziichtet worden waren — nicht ein
einfacher Kotransport mit einem Proton statt. Hier kénnte entweder ein
Kotransport mit einem Kation oder ein Austausch mit einem Anion vor-
liegen, wobei im ersten Fall die externe Konzentration des Kations grofier
als die cytoplasmatische und im zweiten Fall die interne Konzentration
des Anions grofler als die externe sein mifite.

3.7 Analyse des phosphatlimitierten Algenwachs-
tums mit Hilfe der Fluff-Kraft-Beziehung

Wie schon in Kapitel 2 ausgefiihrt wurde, hatten Chemostatversuche
mit den verschiedensten Algenarten ergeben, dafl sich die Wachstumsrate
in den Eigenschaften des Aufnahmesystems widerspiegelt: Die Maximal-
geschwindigkeit der Phosphataufnahme, mit Hilfe einer doppelt rezi-
proken Au% tragung ermittelt, ist umso kleiner, je schneller die Algen
wachsen. Die Verinderung der Wachstumsrate sollte sich daher bei einer
semilogarithmischen Auftragung der Konzentrationsabhingigkeit der
Aufnahmegeschwindigkeit auf die Neigung der resultierenden Geraden
auswirken. Dies ist ganz deutlich ersichtlich in einem Aufnahmeexperi-
ment mit Anacystis nidulans, bei dem die Alge vorher mit unterschied-
lichen Geschwindigkeiten in einem phosphatlimitierten Chemostaten
kultiviert worden war (Abb. 13). Hier nahm die Neigung der Geraden
mit zunehmender Wachstumsgeschwindigkeit ab. Hingegen hatte die
Wachstumsrate, wie erwartet, keinen Einfluf auf den A-Wert, da alle
Kulturen in diesem Experiment der gleichen Lichtintensitit ausgesetzt
waren und offenbar bei allen Wachstumsgeschwindigkeiten der gleiche
pH-Gradient iiber der Thylakoidmembran aufgebaut wird. Da in einer
kontinuierlichen Kultur die steady-state-Inkorporationsrate von Phos-
phat leicht bestimmt werden kann, ist es moglich, auf der Basis der hier
verwendeten Fluf3-Kraft-Beziehung die Konzentrationsabhingigkeit der
Wachstumsrate im Chemostat neu zu berechnen: Unter Verwendung der
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Abb. 13: Semilogarithmische Auftragung der Konzentrationsabhingigkeit von der Phos-
phatinkorporation bei Anaqystzs nidulans in einer kontmulerllchen Kultur bei 38° C.
Wachstumsraten: @ 0,168 h™'; A 0,103 h™'; B 0,063 h™' (aus: GRAFF1US, 1984).
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Abb. 14: Darstellung der linearen Beziehung zwischen (L,) ™ und u? bei Anacystis nidulans.
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Beziehung zwischen der Wachstumsrate und der steady-state- Aufnahme-
geschwindigkeit Jp = pP,, kann mit Jp = Lilog [P]/A die externe Phos-
phatkonzentration als Funktion von p ausgedriickt werden:

[P]. = A 10", 7)

Die Abhingigkeit der Gesamtphosphormenge P, von der Wachs-
tumsrate u lifle sich nach der Droorschen Gleichung (3):

P[Ol = Po
Mmax~ I

berechnet, wobei P, die Subsistenzquote (subsistence quota) fiir Phos-

phor ist. Zwischen L und p existiert eine einfache quadratische Bezie-

hung (Abb. 14): 1
L
Oben eingesetzt, erhalt die Gleichung (7) somit die endgiiltige Form:
[P]. = A 10° Pt o/ (e b)

Der so berechnete Kurvenverlauf ist in Abbildung 15 dargestellt,
wobel zu Vergleichszwecken auch die Konzentrationsabhingigkeit der
Wachstumsrate eingezeichnet wurde, die sich ergibt, wenn die Aufnah-
meraten in dhnlicher Weise mit Gleichung (5) kalkuliert werden. Natur-
gemif} unterscheidet sich die mit Gleichung (5) gewonnene Kurve von
der mit Hilfe der logarithmischen Beziehung bestimmten umso mehr, je
weiter die Michaelis-Konstante den A-Wert ubersteigt. Man sieht jedoch,
dafl in dem hier dargestellten Fall ein Konzentrationsunterschied von nur
wenigen Nanomolen pro Liter dariiber entscheidet, ob die Algen wach-
sen konnen oder nicht. Die vorliegenden Phosphatkonzentrationen lie-
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Abb. 15: Abhingigkeit der Wachstumsrate von der externen Phosphatkonzentration: Die
Berechnung der Kurven erfolgte nach der bioenergetischen Beziehung (oberste Kurve) und
Gleichung (5) (die beiden unteren Kurven) mit den in der Abbildung angegebenen K,,-Wer-
ten, unter Verwendung der Daten aus Abb. 2 und 13.
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gen weit unter der Nachweisgrenze der Molybdatmethode. Messungen
mit Chemostatkulturen, in denen die Algen auf **P-Phosphat geziichtet
worden waren, zeigten, dafl bei den drei verschiedenen Wachstumsraten
in Abbildung 13 praktisch die gleiche externe Phosphatkonzentration
von 20 nM * 3 vorlag. Ganz offensichtlich waren die Unterschiede in
der Phosphatkonzentration im Medium so gering, daff sie mit dieser
Methode nicht erfaflt werden konnten, was zumindest den in Abbil-
dung 15 prisentierten Daten nicht widerspricht.

Bei Giiltigkeit des hier beschriebenen Mechanismus der Phosphat-
aufnahme kann die Konzentrationsabhingigkeit der Wachstumsrate
unter phosphatlimitierten Bedingungen auf keinen Fall mit der MoNoD-
schen Gleichung beschrieben werden (siche Abschnitt 2.1). Bekanntlich
beruht die MonoDsche Gleichung (2) auf der Annahme, daff die Netto-
aufnahme des limitierenden Nihrstoffes der Michaelis-Menten-Glei-
chung folgt und dafl eine direkte Kopplung zwischen der Nihrstoffauf-
nahme und dem Wachstum existiert. Nun lduft die Phosphataufnahme
im Chemostaten unter Bedingungen ab, bei denen das externe Phosphat
praktisch im Gleichgewicht mit dem cytoplasmatischen steht. In der
Nihe des Gleichgewichts verliert jedoch die Michaelis-Menten-Glei-
chung ihre Giltigkeit. Die Nettoaufnahme — und damit zusammen-
hingend das Wachstum — kommt demnach nicht erst zum Erliegen,
wenn die Phosphatkonzentration im Medium Null ist, sondern schon,
wenn die Gleichgewichtskonzentration geringfiigig unterschritten wird.

Fir Limnologen wire nun die Beantwortung der Frage interessant,
ob das hier beschriebene Modell auch auf andere Algen anwendbar ist.
Brown and ButToN (1979) haben bei Selenastrum capricornutum beob-
achtet, daf} die Algen unter einer Schwellenkonzentration von 10 nM
Phosphat nicht mehr wuchsen. Es ist nun durchaus méglich, dafl die
Algen bei dieser Konzentration zu wachsen aufhérten, weil auch hier in
ahnlicher Weise eine Gleichgewichtskonzentration erreicht wurde und
nicht, weil bei dieser Konzentration der Phosphatcarrier ein- und aus-
geschaltet wird, wie die Autoren vermuteten.

Bevor jedoch die Charakterisierung des Aufnahmesystems eukary-
ontischer Algen in Angriff genommen wird, erscheint es aus limnolo--
gischer Sicht sinnvoll, das Phosphataufnahmeverhalten von Freiland-
algen zu testen und zu den vorliegenden Phosphatkonzentrationen in
Beziehung zu setzen. Dabeli interessiert besonders die Linge des linearen
Bereiches in der hier verwendeten semilogarithmischen Auftragung und
ein Vergleich der extrapolierten A-Werte mit der im See vorliegenden
Phosphatkonzentration.

4. Das Phosphataufnahmeverhalten von Freilandalgen
4.1 Die Phosphataufnahme wihrend einer Algen-
blite im Obertrumer See

Der Obertrumer See war fiir einen Test der Fluf$-Kraft-Beziehung
besonders geeignet. Hier bewirkte die Frithjahrsdurchmischung zunachst
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ein signifikantes Ansteigen der Phosphatkonzentration, deren Anderung
selbst mit den herkdmmlichen analytischen Methoden gut verfolgt wer-
den konnte. Diese Erhohung der Phosphatkonzentration verursachte
eine Bliite von Oscillatoria rubescens, deren massenhafte Vermehrung
abbrach, nachdem alles verfiigbare Orthophosphat aufgebraucht worden
war. In der weiteren Folge blieb ein Teil der Blaualgenpopulation erhal-
ten, die praktisch ausschliellich aus Oscillatoria bestand, wobei offenbar
das Algenwachstum auf Grund des diffusen Nahrstoffeintrages den Ver-
lust durch Sedimentation iiber einen langen Zeitraum zu kompensieren
vermochte. Hier war dann die Orthophosphatkonzentration sehr nied-
rig. Man konnte daher mit Einschrinkungen die Situation im Friihjahr
mit einer statischen Kultur und spater mit einer kontinuierlichen Kultur
vergleichen.

Die Messungen wurden im Jahre 1977 mit experimentellen Vor-
arbeiten begonnen und in den folgenden drei Jahren fortgesetzt. Fol-
gende Methode hat sich dabei als brauchbar erwiesen. Eine genau abge-
messene Menge von Seewasser wurde in Inkubationsgefifie gefiillt, in
denen sich schon eine *P-Phosphatlsung der gewiinschten Konzen-
tration befand. Dann wurde nach einer halben Minute ein Aliquot ent-
nommen und durch ein Glasfaserfilter filtriert. Diese kurze Zeitdauer
reichte bei den hohen Aufnahmeraten der Freilandpopulation aus, um
den endogenen austauschbaren Phosphatpool zu markieren. Nach der
Inkubation des verschlossenen Reaktionsgefifies im See wurde der Auf-
nahmeprozefl nach der gewiinschten Zeit durch eine zweite Filtration
eines weiteren Aliquots beendet. Aus der Differenz zwischen den beiden
Aufnahmewerten konnte, nach Division durch die Zeitdifferenz zwi-
schen der ersten und zweiten Filtration, die Nettoinkorporationsrate
berechnet werden, die iiber eine lange Zeitdauer konstant blieb. Abbil-
dung 16 zeigt die Zeitabhingigkeit der Aufnahme durch Oscillatoria
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Abb. 16: Zeitabhingigkeit der Inkorporation von **P-Phosphat durch Oscillatoria rubes-
cens aus einer Konzentration von 0,1 uM (Kreise) und 10 pM (Dreiecke). Leere Symbole:
Gesamtphosphat. Volle Symbole: Metabolisiertes Phosphat. Fiir die experimentellen
Bedingungen siche: STRASSER, 1982.
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rubescens. Man sieht, dafl das Phosphat auch hier mit konstanter Ge-
schwindigkeit in die Algen einfliefft, wie dies bei kultivierten Algen im
Laboratorium der Fall ist. Die Auftrennung des inkorporierten Phos-
phats in den metabolisierten und den nichtmetabolisierten Anteil durch
Ausschiitteln des Phosphormolybdatkomplexes mit Isobutanol-Benzol
erbrachte keinen Hinweis auf einen Einbau von Tracer in einen grofien
cytoplasmatischen Orthophosphatpool, in Ubereinstimmung mit dem
vorgeschlagenen Mechanismus, nach dem das aufgenommene Phosphat
sofort metabolisiert wird.

Die semilogarithmische Auftragung der Konzentrationsabhingig-
keit der Aufnahmerate zeigte eine Schar von Geraden, die auch bei Frei-
landalgen durch einen langen linearen Bereich ausgezeichnet waren
(Abb. 17). Es war somit auch unter diesen Bedingungen moglich, mit
Hilfe einer solchen graphischen Auftragung aus dem Achsenabschnitt der
extrapolierten Geraden einen A-Wert und aus ihrer Neigung die Maxi-
malgeschwindigkeit der Phosphataufnabhme abzuschitzen. Interessant
war nun die Beantwortung der Frage, ob eine Beziechung zwischen dem
so bestimmten A-Wert, der Maximalgeschwindigkeit der Aufnahme und
der im See vorliegenden Phosphatkonzentration erkennbar ist. Tabelle 5
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Abb. 17: Semilogarithmische Auftragung der Konzentrationsabhingigkeit der Inkorpo-
ration von Phosphat durch Oscillatoria am Obertrumer See, gemessen 1m Jahr 1980.
®9.4.,015.4., A26.5., W2, 6 (aus: STRASSER, 1982).
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Tabelle 5: Charakterisierung des Phosphataufnahmesystems von Algcenpopulationen im
Obertrumer See und Attersee (Aus: FALKNER et al., 1984b).

Phosphat- Mittlerer:
Datum A-Wert konzentration L Chlorophyll-
(nM) im See k gehalt
(nM) (ug/h)
Obertrumer See
1979:20. 7. 55 56 1500
24, 7. 64 90. 450
31. 8. 50 60 500
3. 10. 100 34 2280
1980: 13. 5. 5 15 37
13. 6. 60 10 925
7. 7. 70 15 1360
7. 8. 35 10 960
1981: 4. 4. 182 740 43 12
9. 4. 140 250 63 17
15. 4. 12 30 65 18
7. 5. 8 < 10 25 16
26. 5. 56 < 10 635 11
2. 7. 70 < 10 2915 6
Attersee
1979: 26. 7. 65 67 852

erlaubt einen Vergleich von reprisentativen Daten, die 'wihrend eines
Zeitraums von drei Jahren gewonnen worden waren. Im Jahr 1979, als
mit den Messungen zu einem Zeitpunkt begonnen worden war, bei dem
die Algen unter ,,chemostatahnhclgen ‘ Bedingungen vorlagen, fluktuier-
te die externe Phosphatkonzentration in einem relativ engen Konzen-
trationsbereich um den extrapolierten A-Wert. Dabei fiel auf, dafl die
Maximalgeschwindigkeit V. des Carriers abnahm, wenn die externe
Phosphatkonzentration iber den A-Wert anstieg und zunahm, wenn sie
unter den A-Wert abfiel.

Ein dhnliches Bild zeigte sich im Jahr 1980, wobei ein abweichendes
Verhalten nur am 13. 5. auftrat. Hier waren die Maximalgeschwindigkeit
der Phosphataufnahme, der A-Wert und die Orthophosphatkonzentra-
tion sehr klein. Moglicherweise lagen die Algen einerseits auf Grund der
vorhergehenden Frithjahrsdurchmischung und dem damit verbundenen
Anstieg der Phosphatkonzentration im See noch im phosphatunverarm-
ten Zustand vor, hatten aber andererseits zum Zeitpunkt der Messung
gerade das gesamte verfiigbare Orthophosphat aufgenommen. Um diese
Hypothese zu testen, wurde im Jahr 1981 noch frither mit den Messungen
begonnen. Tatsichlich lielen sich im Monat April noch sehr hohe Phos-
phatkonzentrationen nachweisen, wihrend die Maximalgeschwindigkeit
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sehr geringe Werte annahm. Dabei war auch der extrapolierte ,, A-Wert*
zunichst ebenfalls auffallend hoch (4. 4. 1981), wober freilich nicht aus-
geschlossen werden kann, daff hier der oben diskutierte Fall vorliegt, bei
dem der A-Wert die Glelchgew1chtskonzentrat10n nicht mehr wider-
spiegelt, weil die Michaelis-Konstante des Phosphatcarriers sehr grof§ ist.

Zur Klirung dieser Frage konnen nur vergleichende Studien im
Laboratorium weiterhelfen, bei denen der Ubergang der Algen vom
phosphatunverarmten zum phosphathmltlerten Zustand simuliert wird.
Es ist jedoch klar ersichtlich, daf} die Algen im See innerhalb eines grofien
Konzentrationsbereiches in der Lage waren, das Absinken der Phosphat-
konzentration durch eine entsprechende Verringerung des A-Wertes zu
kompensieren. Auf diese Weise konnen sie iiber lingere Zeit eine aus-
reichende Phosphataufnahme in Gang halten.

Informativ sind daher die gleichzeitig vorgenommenen Messungen
der Chlorophyllwerte, die jeweils einen Mittelwert aus einer Reihe verti-
kal entnommener Proben darstellen. Solange die externen Phosphatkon-
zentrationen iiber dem A-Wert lagen, nahm der Gesamtchlorophyll-
gehalt im Epilimnion zu. Als jedoch die Orthophosphatkonzentration
unter den A-Wert abfiel, kam es zu einer Verringerung der Algenbio-
masse, die mit einer Abnahme der Chlorophyllwerte einherging. Offen-
sichtlich konnte das Algenwachstum ab diesem Zeitpunkt die Verluste
durch Sedimentation nicht mehr kompensieren. In der darauf folgenden
Periode der immer grofler werdenden Phosphatlimitierung nahm die
Maximalgeschwindigkeit wieder wie in den vorhergehenden Jahren dra-
matisch zu, und die Phosphatkonzentration im See war entweder nicht
nachweisbar oder schwankte um den A-Wert.

Es ist daher klar ersichtlich, daff sich das trophische Niveau, soweit
es vom Orthophosphatangebot bestimmt ist, in den Eigenschaften des
Aufnahmesystems widerspiegelt. Ein eutrophes Gewisser diirfte dem-
nach dadurch charakterisiert sein, dafl wenigstens einmal im Verlauf eines
Jahres die externe Phosphatkonzentration weit iber den A-Wert ansteigt.
Dies fiihrt zu einem massiven Einstrom von Phosphat und damit zur
Polyphosphatbildung, was die weitere Vermehrung derjenigen Algen
begiinstigt, die die meisten Polyphosphate speichern kdnnen. Dann ist
ein verstarktes Wachstum dieser Algen selbst dann noch gewihrleistet,
wenn die externe Phosphatkonzentration auf geringste Werte abgesun-
ken ist. Man kann sich leicht vorstellen, dafl unter diesen Bedingungen
diejenigen Algen, die die meisten Polyphosphate speichern konnten,
andere Algen uberwuchern konnen, die eine geringere Spelcherkapaznat
besitzen.

42 Abschliefende Bemerkungen iber offene Pro-
bleme

Man kann nun von der Arbeitshypothese ausgehen, daf§ bei eukary-
ontischen Algen dhnliche Verhiltnisse vorliegen. Dann wire fiir die aus
zahlreichen Arten zusammengesetzte Algenpopulation in einem oligo-
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trophen Gewasser zu erwarten, dafl die externe Phosphatkonzentration
stindig um den A-Wert flukeuiert. Das Aufnahmesystem miifite sehr
nahe am thermodynamischen Gleichgewicht operieren, und der Netto-
phosphattransport in die Zelle bliebe daher gering. Die Daten einer Mes-
sung, die am oligotrophen Attersee vorgenommen worden war, stehen
nicht im Widerspruch zu dieser Hypothese. Auch hier konnte ein langer
linearer Bereich in der semilogarithmischen Auftragung der Konzen-
trationsabhingigkeit der Aufnahmerate beobachtet werden. Dabei war
der extrapolierte A-Wert praktisch genauso grofl wie die gemessene
Orthophosphatkonzentration (Tab. 5).

Nun sind bei einem eukaryontischen Organismus, bei dem ja die
Thylakoide nicht frei im Cytoplasma liegen, die Verhiltnisse sicherlich
ganz anders als bei Blaualgen. Es ist jedoch denkbar, dafl Gleichung (5)
in einer verallgemeinerten Form ihre Giiltigkeit behilt. Dann sollte auch
hier ein Schwellenwert [P], = [P]; K/K; existieren, der iiberschritten
werden muf}, damit es zu einer Nettophosphataufnahme kommt, und
man kann einen langen linearen Bereich bei einer semllogarlthmlschen
Auftragung der Aufnahmerate gegen die Phosphatkonzentration erwar-
ten, wenn dieser Schwellenwert in der Groflenordnung der Michaelis-
Konstante liegt.

Aber auch bei Blaualgen gibt es noch viele Fragen, die einer Klarung
bediirfen. Hier interessiert nicht nur, ob das aufgenommene Phosphat-
molekiil unter Phosphatmangelbedingungen mit einem Kation kotrans-
portiert oder gegen ein Anion ausgetauscht wird. Schliefllich hingt es
von den Konzentrationen der am Phosphattransport beteiligten Ionen im
Cytoplasma unid Medium ab, wie weit die externe Phosphatkonzentra-
tion im Gleichgewicht unter die cytoplasmatische absinken kann. Unter-
suchenswert ist auch die im See beobachtete Variabilitit der Maximal-
geschwindigkeit der Phosphataufnahme und des A-Wertes. Erste Labo-
ratoriumsmessungen der Abhingigkeit der Phosphataufnahme vom pH-
Gradienten an der Thylakoidmembran mit Anacystis nidulans hatten
auch bei der Anzahl der Protonen, die pro inkorporiertem Phosphat-
molekiil durch die Thylakoidmembran transportiert werden, Hinweise
auf eine gewisse Variabilitit erbracht. Hier ist nun denkbar, daf§ die Wir-
kung von Polyphosphatasen den auf diese Weise ermittelten n-Wert
beeinflufit, wie im folgenden kurz ausgefiihrt werden soll. (Dabei wird
wieder, wie in Kapitel 3.3.2, von der Annahme ausgegangen, daf die
chemiosmotische Hypothese die hier ablaufenden Prozesse korrekt be-
schreibt und daf der elektrische Term in der ,,proton motive force* ver-
nachlissigt werden kann.)

Formuliert man die Nettophosphatfliisse fiir die in Kapitel 3.3.2
beschriebene Gesamtreaktion der Phosphatmkorporatlon in Polyphos-
phate: (P~ P), 4+, + n[H"]c = (P ~ P), + n[H]1 + [P]; und eine mogli-
cherwelse gleichzeitig ablaufende Polyphosphatasereaktion: (P ~ P),

= (P ~ P), + [P]; in Abhingigkeit von der jeweiligen Affinitit der
Hydrolyse, so ist in Gleichgewichtsnihe:
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) [H+]Cn
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K ist, wie vorhin, die Gleichgewichtskonstante der Phosphorylie-
rung, Lp und Lp’ sind Proportionalititsfaktoren. Der Nettophosphat-
flufl Jp setzt sich aus beiden Teilprozessen zusammen:
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nur dann in Gleichung (4) iibergeht, wenn Ly’ = O ist. Eine etwaige Poly-
phosphatasereaktion kann daher dazu fithren, dafl die in der oben be-
schriebenen Weise bestimmte Anzahl der translozierten Protonen pro
inkorporiertem Phosphat von der eigentlichen H*/ATP-Stochiometrie
abweicht.

Es ist daher theoretisch moglich, daff die Blaualgenzelle iiber Poly-
phosphatasen die Anzahl der translozierten Protonen pro inkorporier-
tem Phosphat variieren und damit verschieden hohe cytoplasmatische
Orthophosphatspiegel einstellen kann. Damit wire sie in der Lage, die
Phosphatinkorporation nicht nur iber die Aktivitat des Carriers, son-
dern auch mit Hilfe des Phosphatgradienten zwischen dem Cytoplasma
und dem Medium zu regulieren. Weitere Studien werden hier néug sein,
um einen etwaigen Zusammenhang zwischen der Variabilitit des n-Wer-
tes und den Wachstumsbedingungen zu beleuchten; dabei konnte auch
ein Vergleich zwischen frei- und intrazellulir symbiontisch lebenden
Blaualgen recht aufschlufireich sein, da symbiontische Blaualgen nicht
derarug extremen Schwankungen in der Phosphatkonzentration ausge-
setzt sind wie die freilebenden.
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Schliefllich sollte ganz allgemein fiir die verschiedenen Algenfamilien
verbindlich die Frage beantwortet werden, welches Orthophosphation
der jeweilige Carrier zu transportieren vermag. Auf Grund der pH-Ab-
hingigkeit der Phosphatinkorporation kann vermutet werden, daf} von
Griinalgen das H,PO,™ - und von Blaualgen das HPO,* -Ion aufgenom-
men wird. Eine derartige Carrierspezifitat konnte daher mitverantwort-
lich dafiir sein, daff Griinalgen bevorzugt in einem sauren und Blau-
algen in einem eher alkalischen Milieu auftreten.

Man kann somit erwarten, daf} die komplexen Vorginge im Freiland
noch besser verstanden werden, wenn die oben beschriebenen Probleme
im Laboratorium einer Losung zugefiihrt worden sind.
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Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole

A =[P);/B Externe Phosphatkonzentration, bei der J, =0

a Proportionalititsfaktor zwischen L ™' und p’

B Verhiltnis der Phosphatkonzentration zwischen
Medium und Cytoplasma im Gleichgewicht

CCCP Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon

Chl. Chlorophyll

D Verdiinnungsrate des Chemostatinhaltes mit

Nihrmedium
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v Phosphatinfluxrate
Vs Maximalgeschwindigkeit des Phosphattransports
X Zellzahl

Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Beschreibung der Phosphataufnahme bei
Algen soll eine Briicke zwischen den limnologischen, wachstumsphyio-
logischen und biochemischen Aspekten dieses Themas geschlagen wer-
den. Zu diesem Zweck wird zunachst ausgefiihrt, auf welche Weise die
Studien in Limnologie und Wachstumsphysiologie zu der Beobachtung
fihrten, dafl die Phosphatinkorporation zum Erliegen kommt, wenn die
Phosphatkonzentration im Wachstumsmedium einen zwar sehr geringen,
aber definierten Schwellenwert unterschreitet, dessen Groflenordnung
im nanomolaren Bereich liegt. Ausgehend von dieser Beobachtung wird
nun die Frage untersucht, wie die Nettophosphatinkorporation be1 Blau-
algen reguliert wird. Dabei zeigte sich, daff der Transport von Ortho-
phosphat durch die Zellmembran von einem Carrier katalysiert wird,
dessen Aktivitit die Geschwindigkeit der Phosphatinkorporation be-
stimmt. Die Beziehung zwischen der Nettoaufnahmerate Jp, der Phos-
phatkonzentration im Medium und Cytoplasma [P]. und [P]; und der
Gleichgewichtsverteilung B der Phosphatmolekiile an der Zellmembran,
die in der Nihe des Gleichgewichts die Form

Pl
Jp = Ly log 7], B
hat, war fiir einen viel weiteren Konzentrationsbereich giiltig, als es den
Gesetzmifligkeiten der Nichtgleichgewichtsthermodynamik entsprach.
Dies konnte auf zwei Eigenschaften des Phosphatinkorporationssystems
zuriickgefithrt werden. 1. Die cytoplasmatische Phosphatkonzentration
ist bei einer gegebenen Lichtintensitit konstant, da sie nur vom pH-Gra-
dienten an der Thylakoidmembran abhingt. 2. Der Wert fir [P];/B, der
dem oben beschriebenen Schwellenwert entspricht, ist unter phosphat-
limitierten Wachstumsbedingungen von der gleichen Gréflenordnung
wie die Michaelis-Konstante des Phosphatcarriers, dessen Maximal-
geschwindigkeit dem ,,Leitfihigkeitskoeffizienten Ly proportional ist.

Der weite Giiltigkeitsbereich der linearen logarithmischen Bezie-
hung erlaubte die Extrapolation von gemessenen Nettoaufnahmeraten
bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen auf den Schwellenwert
[P]i/B, den die externe Konzentration iberschreiten muff, damit eine
Nettoaufnahme stattfindet. Dies ermdglichte fiir kontinuierliche Kul-
turen eine Neuberechnung der Konzentrationsabhangigkeit des phos-
phatlimitierten Algenwachstums und im Freiland auf einfache Weise die
Bestimmung des Schwellenwertes. Es stellte sich heraus, daf} bei der-
artigen Kulturen und in einem oligotrophen See die externe Konzen-
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tration sehr nahe am Schwellenwert liegt, wodurch die Nettoinkorpo-
ration zwangsliufig gering bleibt. Im eutrophen Obertrumer See hinge-
gen stieg sie vor einer Algenbliite weit tiber den Schwellenwert an. Dies
fihrte zu einem massiven Einstrom von Phosphat in den Polyphosphat-
pool und damit zu einer Situation, bei der das Algenwachstum nicht mehr
von der externen Phosphatkonzentration, sondern von der Grofle der
intern gespeicherten Polyphosphatmenge kontrolliert wird.



