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Kapitel 1

EINLEITUNG

Bei der Photosynthese wird Lichtenergie zum Aufbau von Kohlenhydraten
verwendet. Dabei wird CO, enzymatisch auf Ribulosebisphosphat iibertragen,
welches dadurch carboxyliert wird. Das daran beteiligte Enzym, die Ribulose-
bisphosphat-Carboxylase-Oxygenase (RuBPCO), vermag aber auch unter
Anwesenheit von O, Ribulosebisphosphat zu oxygenieren, wodurch die Reakti-
onsfolge der Photorespiration eingeleitet wird, bei der CO:2 - jedoch ohne
Energiegewinn - freigesetzt wird (Figur 1). Die Nettophotosynthese der
C,-Pflanzen kann durch die Photorespirstion besonders bei htheren Tempera-
turen erheblich vermindert werden.

Vom agronomischen Gesichtspunkt aus wiirden C,-Kulturpflanzen ohne Pho-
torespiration eine Ertragserhéhung in Aussicht stelien. Die Eliminierung der
Photorespiration gelang aber bis heute nicht. Jordan und Ogren (1983) zeig-
ten, dass sich das Verhiltnis von Carboxylierung zu Oxygenierung im Laufe
der Evolution der Pflanzen zugunsten der Carboxylaseaktivitit verschoben
hatte. Es besteht die Frage, ob die Carboxylasefunktion der RuBPCO einer
Zuchtsorte erhoht und die Oxygenaseaktivitdt verkleinert werden konnten, um
eine grossere Nettophotosyntheserate zu erreichen. Aber die kinetischen
Eigenschaften der RuBPCO haben sich bisher weder durch Mutation noch
durch chemische Modifikation grundlegend beeinflussen lassen.

Das Verhiltnis von Photosynthese zu Photorespiration wird im wesentlichen
durch das Verhiltnis der Konzentrationen der Substrate CO; zu O, im Chlo-
roplasten bestimmt. Eine Erhshung des Verhiltnisses von Photosynthese zu
Photorespiration konnte somit durch eine Erhshung des Konzentrationsverhilt-
nisses von CO2 zu O, erreicht werden. Diese Substratkonzentrationen lassen
sich im Stroma nicht direkt messen, ohne das Blatt zu zerstéoren und die
Chloroplasten zu beriihren. Deshalb ist eine indirekte Messmethode angezeigt.
Sie wird in dieser Arbeit beschrieben: Einerseits werden die Photosynthese-
und Photorespirationsraten an unversehrten Weisskleebliittern gemessen und



andererseits die Carboxylierungs- und Oxygenierungsraten des extrahierten
Enzyms, der RuBPCO, im Reagenzglas bestimmt. Aus dem Vergleich dieser
beiden Messungen lisst sich indirekt auf das Konzentrationsverhiltnis von
CO2 zu O im Blatt schliessen. Eine Erhohung der CO;-Konzentration am
Fixierungsort wird bel Algen durch das Hineinpumpen von Bicarbonat
erreicht. Bei den C,-Pflanzen wird dagegen Malat als CO,-Transportform
beniitzt, das in den Chloroplasten der Scheidenzellen eine erhohte
CO32-Konzentration bewirkt. In diesen Chloroplasten, wo sich auch die
RuBPCO befindet, herrscht gleichzeitig eine verminderte O;-Konzentration,
well der sus der Photolyse des Wassers stammende Sauerstoff ausserhalb,
nidmlich in den Chloroplasten der Mesophyllzellen freigesetzt wird, und damit
die Oxygenase der RuBPCO praktisch ohne Substrat bleibt. Deshalb weisen
Cas-Pflanzen - wie auch Algen - keine wesentliche Photorespiration auf, die
aufgrund der in vitro gepriiften Enzymkinetik threr RuBPCO viel bedeutender
sein miisste.

Als Beisplel fiir hohere C,-Pflanzen wird hier die Diskrepanz des
Gasaustausches in vivo bel Weisskleeblittern zur Enzymkinetik ihrer RuBPCO
in vitro untersucht. Aufgrund der Unstimmigkeit wird auf die Wirksamkeit
eines CO, Konzentrierungsmechanismus im Blatt geschlossen. Dieser tritt
dann in Erscheinung, wenn das Verhiltnis der Photosynthese zur Photorespi-
ration grosser ist als dasjenige der Carboxylase- zur Oxygenaseaktivitdt.

1.1 DAS ENZYM RIBULOSE-1,5-BISPHOSPHAT-CARBOXYLASE-OXYGENASE

Dieses Enzym katalysiert sowohl die Fixjerung von CO; in der Photosyn-
these, als auch die Aufnahme von O; in der Photorespiration. Dadurch
hingen die Aktivitdten der Carboxylase und der Oxygenase eng mit dem Gas-
austausch intakter Blitter zusammen. Beim Experimentieren mit dem extra-
hierten Enzym im Reagenzglas kiénnen die Konzentrationen der Substrate CO:
und O; genau kontrolliert werden. Dagegen sind die Gaskonzentrationen in
den Chloroplasten intakter Blitter an der Stelle, wo sich die RuBPCO in vivo
befindet, nicht genau bekannt und ohne Zerstdrung des Systems heute noch
nicht direkt bestimmbar.

Auf dem Weg von der Aussenluft in die Chloroplasten muss das, Substrat
CO; eine Reihe von Widerstinden iberwinden (Figur 1). Das CO: gelangt
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Figur 1: Schema der CO;-Flisse zwischen der Umgebungsluft und der Car-
boxylase im Chloroplasten sowie des photosynthetischen Pentose-
phosphatzyklus und des photorespiratorischen Glycolatweges.




durch die Spaltoffnungen in den Interzellularraum. Mit dem Uebertritt in die
Zellwiinde wechselt es aus der Gas- in die Fliissigphase iiber, wobel seine
Fortbewegung verzigert wird. CO; lost sich in Wasser und bildet, katalysiert
durch die Carboanhydrase (CA), HCO, , das in der Fliissigphase das CO.
begleitet, und dessen Anteil vom pH-Wert abhingig ist. Der anorganische
Kohlenstoff gelangt durch das Plasmalemma in die Zelle und durch die Chloro-
plastenhiille ins Stroma zur RuPBCO. Gleichzeitig wird das Blatt auch vom
Sauerstoff umspiilt, der leichter als CO: in die Organellen und zur RuBPCO
vordringt. Im Falle der Carboxylierung entstehen aus Ribulosebisphosphat
(RuBP) und CO: zwei Molekiile Phosphoglycerat (PGA), die im Calvinzyklus
weiter verarbeitet werden. Im Falle der Oxygenierung von RuBP entstehen je
ein Molekiil Phosphoglycerat und Phosphoglycolat, wobei letzteres im Photores-
pirationszyklus decarboxyliert wird. Das photorespirierte CO,; wird refixiert
oder entweicht wieder aus dem Blatt.

1.2 DIE TEMPERATURABHANGIGKEIT DES GASAUSTAUSCHES UND DER
ENZYMKINETIK

Bisherige Vergleiche zwischen der RuBPCO-Kinetik und dem Gasaustausch
beschiiftigten sich namentlich mit der Temperaturabhéngigkeit. Die Photores-
piration und die Photosynthese werden von der Temperatur in ungleichem
Masse beeinflusst, wie auch unsere Messungen der '*CO;-'?CO; Aufnahme
zeigen (Figur 2). Von 10°C bis 20°C nahm die Photorespiration um mehr als
das Doppelte zu, wiihrend sich die Bruttophotosynthese um den Faktor 1,4
erhohte.

Es stellt sich die Frage, ob dieser Unterschied durch die Enzymkinetik der
RuBPCO bedingt sel oder auf der Verfiigbarkeit der Substrate CO; und O, im
Blatt beruhe. Einerseits beeinflusst die Temperatur die maximalen Carboxyla-
se- und Oxygenaseraten unterschiedlich (Laing, Ogren und Hagemann, 1974;
Badger und Collatz, 1877); andererseits ist die Loslichkeit von O und CO,
ungleich temperaturabhiingig (Ku und Edwards, 1977a).

Beziiglich der Temperaturabhiéngigkeit der Enzymkinettk bestehen
widerspriichliche Angaben in der Literatur. Es ist unklar, inwieweit der Tem-
peratureinfluss auf die Photosynthese und Photorespiration der RuBPCO-Kine-
tik zugeschrieben werden kann (Hall und Keys, 1983, Jordan und Ogren,
1984). Die Bestimmung der kinetischen Eigenschaften der RuBPCO ist auch
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Figur 2: '*CO,-'2C0O,-Gasaustauschmessungen an Weisskleeblittern dienten
zur Berechnung der Netto- (®) und Bruttophotosynthese (O) sowie
der Photorespiration (A ) in Abhidngigkeit der Temperatur. Die
Raten wurden bei 2000 pmol Quanten m-2s-! gemessen. Die senkrech-
ten Balken stellen die mittleren Fehler von 4 bis 8 Bestimmungen
dar.

schwierig. Zwar wurden die Methoden in den Jahren 1970-1980 verbessert.
So fanden Lorimer, Badger und Andrews (1977), dass zur Enzymaktivierung
CO; und Mg?!+ vorhanden seln miissen, und Jordsn und Ogren (1981) ver-
ringerten den Versuchsfehler, indem sie beide Reaktionsgeschwindigkeiten
gleichzeitig und im gleichen Gefidss (Sauerstoffelektrode) bestimmten.




1.3 DIE CO,/0:-SPEZIFITAT

Der Vergleich des Verhiltnisses der Carboxylase zur Oxygenase mit dem
Verhiiltnis der Photosynthese zur Photorespiration kann anhand der
CO;/0+-Spezifitit vollzogen werden. Die CO;/0a2-Spezifitit wurde von Jordan
und Ogren (1981) als 'substrate specificity factor' bezeichnet. Diese Grosse
entspricht in vitro dem Verhiltnis der Carboxylase- zur Oxygenaserate bet
bestimmtem Verhiltnis der O,- zur CO;-Konzentration. Zugleich kann sie aus
den kinetischen Konstanten der RuBPCO abgeleitet werden (Laing et al.
1974):

s v/ Ve 0/C = VoK, /VsK, n;

in vitro o

wobel Ve und Yo die Carboxylierungs- und Oxygenierungsraten sind und O
und C die Sauerstoff- und Kohlendioxidkonzentrationen. Vc und Vo entspre-
chen den Maximalraten der Carboxylierung und Oxygenierung, Kc und Ko den
Michaeliskonstanten fiir CO; und O,.

In analoger Weise kann die CO,/0,-Spezifitit auch in vivo bestimmnt wer-
den. Bei der CO,;-Kompensationskonzentration (I') ist die photosynthetische
CO,-Aufnahme gleich der respiratorischen CO,;-Abgabe. Nach Laing et al.
(1974) entspricht:

Sinvivo = 12:0/T 2;
wobei der Faktor 1/2 fiir das Verhiltnis des photorespirierten CO; zum O,
steht, das durch die Oxygenase fixiert wird.

Mit dieser Gleichung verglichen Ku und Edwards (1977b) den Gasaus-
tausch der Blitter direkt mit der Enzymkinetik, wobei sie sllerdings die
'Dunkelrespiration' im Licht nicht beriicksichtigten. Zudem erfolgte die
Gegeniiberstellung nicht bei normalem CO;-Partialdruck von 33 Pa p(CO.),
sondern bet niedrigen CO.-Kompensationskonzentrationen.

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde die RuBPCO-Kinetik mit dem Gas-
wechsel verglichen. Dabei wurde Photosynthese und Photorespiration aus der
unterschiedlichen Aufnahme von !*CO,; und '2CO; ermittelt und die
CO:/02-Spezifitdit in vivo nach der Gleichung (3) bestimmt, um ihn der
CO,/02-Spezifitit in vitro gegeniiber zu stellen.
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in vive = P'/2(P-F). 0/C, (3);

wobei P' der Bruttophotosynthese, F der Nettophotosynthese und CI der
interzelluliren COj;-Konzentration entsprach. In Bezug auf Gleichung (1)
entspricht P' der Carboxylierungsrate (vc) und 2(P'-F) der Oxygenierungs-
rate (vo). Mit der Gleichung (3) kann zwar die Dunkelrespiration auch nicht
von der Photorespiration getrennt werden, aber die CO,/0;-Spezifitit kann
bei variablen CO,;- und O,-Konzentrationen bestimmt werden.

Im Unterschied zur Bestimmung der CO,/O:-Spezifitit in vivo durch die
CO;-Kompensationskonzentration in der Gleichung (2), hat die Anwendung der
1%C0;-12C0O;-Methode den Nachteil, dass die Bruttophotosynthese infolge der
Refixierung von photorespiriertem '2CO; unterschitzt wird, und dass die
CO;-Konzentration im Stroma nicht direkt bekannt ist. Diese Probleme sind
teilweise beriicksichtigt worden, indem die Bruttoaufnahme von interzellulirem
CO; und die CO2-Konzentration der Interzellularen in der Gleichung (3)
eingesetzt worden sind. Die Bruttoaufnahme des CO, aus dem Stroma des
Chloroplasten und die dort herrschende CO;:-Konzentration kénnen aber von
diesen Bestimmungen abweichen, je nach den Leitfihigkeiten fiir CO; zwischen
Interzellularraum und Chloroplastenstroma.

Das Modell von Michler, Lehnherr, Schnyder und Nésberger (1985)
beriicksichtigt die durch Diffusionswiderstinde bedingte Abnahme der
CO;-Konzentration im Blatt und die Refixierung von photorespiriertem CO;.
Es beriicksichtigt auch, dass CO:. moglicherweise aktiv durch Membranen des
Cytoplasmas oder der Chloroplasten aufgenommen werden kann. Dabel geht
das Modell von den Fliissen, Konzentrationen und Leitfihigkeiten des !'CO,
und '?CO, aus und setzt die CO:/0,-Spezifititen in vivo denjenigen in vitro
gegeniiber:

S in vivo - P/ 2(P'-F)-O/Cl = S i ovitro kl‘/kl-‘ 4);
wobei £ dem Verhiltnis der CO;-Konzentration im Chleoroplastenstroma zu der-
jenigen Im Cytoplasma entspricht, und kl‘ und kl-‘ die Leitféhigkeiten fiir
CO; zwischen Interzellularraum und Cytoplasma bei der Hin- respektive
Riickbewegung sind (Figur 3). Die aktive CO.-Aufnahme #ussert sich in die-
sem Modell darin, dass der Faktor f 'kl‘/kl-‘ grosser als 1 wird.
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Figur 3: Die Gasstrome und Konzentrationen des '*CO, (punktierte Fldchen)
und des !?CO; im photosynthetisierenden und photorespirierenden
Blatt. (P) bezeichnet die Bruttophotosynthese, (P') die Bruttoauf-
nahme des interzelluliren CO; und (F) die Nettophotosynthese. Bei
den Konzentrationen bezeichnet (Ca) den CO,- Gehalt der Umge-
bungsluft und (Cl) denjenigen des Interzellularraumes, (C c) des
Cytoplasmas und (Cs) des Chloroplastenstromas. Die Leitfdhigkeiten
des CO. in der Gasphase wird durch (k g) beschrieben und in der
Fliissigphase zwischen dem Interzellularraum und Cytoplasma durch
(kl’) fir den Hin- und (kl-‘) fiir den Riicktransport.

1.4 DER CO.-KONZENTRIERUNGSMECHANISMUS

Viele Algenarten zeigen die Charakteristiken der C.-Pflanzen: tiefe pho-
tosynthetische Kompensationspunkte, geringe Photorespiration. Algen wie
Chara und Wasserpflanzen wie Elodea, sind fihig, anorganischen Kohlenstoff
anzuhéufen. Durch diesen Mechanismus wird gleichzeitig der Einfluss der Pho-
torespiration begrenzt. So erweist sich der CO; Konzentrierungsmechanismus
als eine Moglichkeit, die Hemmung der Photosynthese durch Sauerstoff zu
verkleinern. Dieselbe Strategie wenden auch C.-Pflanzen an, indem sie die
CO,-Konzentration in den Leitbiindelscheidenzellen durch die Zufiihrung von
Malat als CO,-Triger erhéhen. Im Gegensatz zu dieser organischen Kohlen-
stoffverbindung nehmen C,-Wasserpflanzen und Algen anorganisches Bicarbo-
nat als CO;-'Carrier' auf. Es dringt sich hier die Frage auf, ob eine aktive




Bicarbonat-Aufnahme als ein der Fixierung vorgelagerter Prozess auch bei C,-
und CAM-Pflanzen erfolgen konnte. Dies ist besonders interessant, weil
HCO,; das eigentliche Substrat bei der Carboxylierung durch die Phospho-
enolpyruvat Carboxylase darstellt. Eine umfassende Antwort darauf kann hier
nicht gegeben werden. Weitere Untersuchungen des vermuteten CO: Konzen-
trierungsmechanismus in héheren C,-Pflanzen miissten auch die Carbo-
anhydrase einbeziehen. Sie ist verantwortlich fiir die rasche Einstelung des
Gleichgewichts zwischen CO; und HCO; wund somit fir die Freisetzung von
CO32, das durch die RuBPCO in den Calvinzyklus eingespiesen werden kann.
Diese Zulieferung erfolgt im Stroma der Chloroplasten. Sie wire unkatalyslert
zu langsam und ineffektiv, weil bei ecinem pH-Wert von B das Gleichgewicht
auf Seiten des Bicarbonats liegt. Bel Adaptationsversuchen von Algen an
niedrige HCO, - Konzenirationen wurde denn auch eine erhdhte Carbo-
anhydrase-Aktivitit beobachtet (Hogetsu und Miyachi, 1979). Damit scheint
dieses Enzym eine Schliisselrolle bel der Zufiihrung von anorganischem Kohlen-
stoff zu spielen. Bicarbonat selber wird méglicherweise durch eine Protonen-
pumpe aktiv aufgenommen. Bei erhhtem pH-Wert des Mediums oder beim
Ausgleich der durch die Bicarbonataufnahme veréinderten elektrischen
Membranpotentiale, muss vermutlich ein Ionenaustausch unter Energieaufwand
betrieben werden. Wie die im Detail betetligten Prozesse aussehen, ist
umstritten und es bestehen erst Hypothesen, inwiefern die als HCO, -Assimi-
latoren bezeichneten Arten iiber die notigen photosynthetischen Puffer verfii-
gen. Auch ist noch wenig iiber die biochemischen Mechanismen zum Ausgleich
der elektrischen Potentiale und pH-Gradienten bekannt (Lucas, 1983). Einige
Algen und C,-Wasserpflanzen bewerkstelligen einen HCO; -Transport auf
Grund einer durch ATP-betriebenen Protonenpumpe. So ist der CO;-Konzen-
trierungsmechanismus moglicherweise durch Koppelung an die Photophosphory-
llerung indirekt von der Lichteinstrahlung abhéngig.

Die Leitfdhigkeit fiir CO2 zwischen der Aussenluft und dem Chioroplasten-
stroma beeinflusst die Affinitit der Photosynthese fiir CO,. Verschiedene
Pflanzen erhdhten die Affinitiat fir das photosynthetisch aufgenommene CO,,
nachdem sie eine gewisse Zeit bei erniedrigter CO;-Konzentration photosyn-
thetisiert hatten. (Badger, Kaplan und Berry, 1980; Tsuzuki und Miyachi,
1978; Kriedemann und Wong, 1984). Bel den Wasserpflanzen wurde eine Affi-
nitidtsinderung, sowohl der Aktivitit der Carboanhydrase zugeschrieben
(Hogetsu und Miyachi, 1979; Coleman, Berry, Togasaki und Grossman, 1984),
als auch der Fiahigkeit der Zellen, anorganischen Kohlenstoff aktiv anzuhiéufen
(Marcus, Zenvirth, Harel und Kaplan, 1982; Spalding und Ogren, 1982). Da
sich beide Eigenschaften verstirken, wenn die COj;-Konzentration wihrend



des Wachstums verringert wird, ist offenbar die Carboanhydrase eng mit dem
CO; Konzentrierungsmechanismus verbunden (Volokita, Zenvirth, Kaplan und
Reinhold, 1984).

In hoheren C,-Pflanzen erfolgt der Zutritt von anorganischem Kohlenstoff
hauptsiichlich in Form von CO,, das in die Bldtter hinein diffundiert (Espie
und Colman, 1982). Volokita, Kaplan und Reinhold (1981) haben aber
gezelgt, dass auch Landpflanzen teilweise HCO,; aktiv ins Stroma aufnehmen
konnen. Nun lisst sich ein CO,-Konzentrierungsmechanismus bei Landpflanzen
nicht so leicht nachweisen wie zum Beispiel bei elnzelligen Algen, deren Sus-
pension im Reagenzglas erforscht werden kann. Er miisste sich aber analog zu
den Algen in einer Diskrepanz zwischen der RuBPCO-Kinetik und dem Gas-
austausch dussern.

Es ist zu erwarten, dass sich ein allfdlliger COs- Konzentrierungsmechanis-
mus auch stdrker in soichen Blittern hoherer Pflanzen auswirkt, die unter
verringertem CO,-Partialdruck gewachsen sind. Diese Hypothese stiitzt sich
auf die Untersuchungen bel Wasserpflanzen. Sle wird auch in der
vorliegenden Arbeit gepriift. Dabei wird mit der '*CO;/'2CO;- Methode fest-
gestellt, ob sich die Blitter in ihrem Gasaustausch unterscheiden, die in
erhohter oder in erniedrigter CO,-Konzentration gewachsen sind. Es wird
auch untersucht, inwieweit der Gasaustausch von der Enzymkinetik abweicht,
und ob sich diese Diskrepanz mit dem CO;z-Konzentrierungsmechanismus
begriinden lisst.

- 10 -



Kapitel 11

MATERIAL UND METHODEN

2.1 DIE VERSUCHSPFLANZEN

Die Weisskleepflanzen stammten von einem durch Stecklinge vermehrten
Weissklee-Oekotypen aus der Gegend von Chur. Sein urspriinglicher Standort
und die anschliessende Anzucht am Institut fiir Pflanzenbau der ETH-Ziirich
sind bei Boller (1980) beschrieben.

Die Pflanzen wuchsen in Klimakammern (PGV-36, Convlron,' Winnlpeg,
Kanada) bel einer 15-stiindigen Photoperiode mit einer photosynthetisch akti-
ven Strahlung von 400 umol Quanten m-2s-!. Die Temperatur betrug 20°C am
Tag und 17°C in der Nacht. Die relative Luftfeuchtigkeit lag bet 70% und
90%. Im Verfahren mit erhéhtem CO; betrug der CO:-Partialdruck tagsiiber
100 Pa und nachts 30 Pa, wihrend er im Verfahren erniedrigten CO;- Parti-
aldrucks am Tage 20 Pa und nachts 30 Pa aufwies.

Zur Photosynthesemessung wurden vollstindig entfaltete Bldtter verwendet,
die der dritten oder vierten von der Stolonenspitze her gezihiten Blattnummer

entsprachen.

Als Rohmaterial zur Extraktion von Ribulose-1,5-bisphosphat- Carboxylase-
Oxygenase (RuBPCO) dienten junge, noch nicht vollstindig entfaltete Blitter.

-11-



2.2 DAS ENZYM (RIBULOSEBISPHOSPHAT-CARBOXYLASE-OXYGENASE)

2.2.1 Die Extraktion und Aktivierung

Die RuBPCO wurde nach Michler und Nosberger (1984) aus dem Blattmate-
rial extrahiert und mittels Ammoniumsulfatfillung und Gelchromatographie
gereinigt und dann gefriergetrocknet. Der Proteingehalt wurde photometrisch
nach Bensadoun und Weinstein (1976) bestimmt.

Bei der getrennten Bestimmung der kinetischen Eigenschaften von Car-
boxylase und Oxygenase wurden bestimmte Mengen der gefriergetrockneten
RuBPCO. in destilliertem Wasser aufgelést und mit gleichen Volumen von 200
mM Tris-HCl (pH 8,4) gemischt, die 40 mM MgCl; und 10 mM NaHCO, enthiel-
ten. Die Enzymlosung wurde bei 50°C wihrend 20 Minuten aktiviert und dann
auf Eis gestellt.

Bei der kombinierten Bestimmung der Carboxylase- und Oxygenaseaktiviti-
ten wurde das Enzympulver in 100 mM Bicin-Puffer (pH 8,2) und 20 mM
MgCl, sowie 5 mM NaHCO,; und 10 mM Orthophosphat aufgelést, wihrend 30
Minuten bei 40°C aktiviert und dann auf Eis gestellt.

2.2.2 Der getrennte Carboxylase- und Oxygenasetest

Das Verfahren basiert auf der Methode von Lorimer, Badger und Andrews
(1977). Die Carboxylase-Aktivititen wurden in Testréhrchen und dle Oxy-
genase-Raten in einer Sauerstoff-Elektrode (Hansatech Limited, King's Linn,
Norfolk, U.K.) bei gleichen Temperaturen und in demselben Puffer gemessen.
Die Testlésung (1 cm’) enthielt CO;-freie 100 mM Tris-HCl, 20 mM MgCl; und
0,4 mM Ribulose-1,5-bisphosphat. Der pH-Wert wurde bei 20°C auf 8,23
eingestellt. Der Temperatureinfluss auf den pH wurde gemessen und spiter
bei der Berechnung der CO;-Konzentrationen beriicksichtigt.

Beim Carboxylase-Test wurde eine Reihe verschiedener Konzentrationen
von NaH'!'*CO; in CO;-freiem Destwasser hergestellt und der Testmischung
zugefiigt. Die Reaktion wurde durch Beigabe des Enzyms (ca. 100 ug Pro-
tein) ausgelést und nach einer Minute mit 0,1 cm’ 2N HCl beendet. Ein Teil
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der Testmischung wurde in einem Szintillationsglischen bei 60°C iiber Nacht
getrocknet und die s#durestabile Aktivitit mittels Fliissigkeits-Szintillation
gemessen.

Beim Oxygenase-Test wurde der Puffer In der Sauerstoff-Elektrode mit
verschiedenen 0,/N;-Konzentrationen begast. Die Gase wurden mittels Wost-
hoff-Pumpen (H. Wosthoff, Bochum, BRD) gemischt. Durch das Zufiigen des
aktivierten Enzyms, welches vorgiingig ebenfalls mit den entsprechenden
0:-Konzentrationen begast worden war, wurde die Reaktion ausgelést. Anhand
des Sauerstoffabfalls bei Reaktionsbeginn wurde die Oxygenaseaktivitit fest-
gestellt.

2.2.3 Der kombinierte Aktivititstest

Nach dem Verfahren von Hall und Keys (1983) wurden unter gleichen
Bedingungen beide Reaktionsgeschwindigkeiten der Carboxylase und Oxy-
genase in der Sauerstoffelektrode gleichzeitig ermittelt.

Der CO,-freie Reaktionspuffer bestand aus 100 mM Bicin und 20 mM MgCl,.
Sein pH-Wert wurde beil 20°C auf 8,21 eingestellt. Die temperaturbedingten
pH-Aenderungen wurden gemessen und spiter in der Berechnung der CO;-
Konzentrationen beriicksichtigt. Zur Einstellung verschiedener O:- Kon-
zentrationen wurde das Medium mit reinem O,;/N,; begast. Anschliessend wur-
den NaH'*CO; (2 mM, mit einer Radioaktivitit von 3478-10° Bq mol-!), Car-
boanhydrase (50 U cm-?) sowie das Enzym RuBPCO (100 pg Protein) zugefiigt
und wihrend einiger Minuten equilibriert. Die Sauerstoffkonzentrationen zu
Beginn der Messungen lagen bel 20 kPa, 38 kPa, 66 kPa und 99 kPa p(0,).
Durch Zufiilgen von 0,4 mM Ribulose-1,5-bisphosphat, das mit den jeweiligen
02/N;3- Mischungen begast worden war, wurde die Reaktion ausgelost und
nach 2 Minuten mit 0,1 cm® 2N HCl beendet. Die Aktivitit der Oxygenase
wurde aus dem O,-Verbrauch wihrend der Versuchsperiode bestimmt und die
der Carboxylase mittels Szintillationsmessung der Radioaktivitdt der siduresta-
bilen Kohlenstoffmetaboliten festgestellt.
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2.2.4 Die Enzymberechnungen

Die CO,;-Konzentrationen in den Losungen wurden mit Hilfe der Gleichung
von Henderson-Hasselbalch berechnet und und die pK-Werte - unter Annahme
einer lonenstiéirke von 0,06 - den Tabellen von Harned und Bonner (1945)
entnommen (die pK-Werte betrugen 6,326 bei 10°C; 6,281 bei 15°C; 6,242 bei
20°C; 6,210 bel 25°C und 6,184 bei 30°C). Die Loslichkeitskoeffizienten aus
Standard-Tabellen dienten der Berechnung der gelosten Sauerstoffkonzentrati-
onen.

Zur Bestimmung der Substrataffinititen und maximalen Enzymaktivititen
wurden die Achsenabschnitte in doppelt reziproken Darstellungen nach der
Berechnung von Wilkinson (1961) ermittelt. Die CO./0, Spezifitit wurde
sowohl aus den Km und vmsx- Werten (getrennter Test) wie aus dem Verhilt-
nis der Carboxylierungs- zu Oxygenierungsraten (kombinierter Test) nach
Gleichung (1) berechnet.

2.3 DIE GASAUSTAUSCHMESSUNGEN

2.3.1 Die Nettophotosynthese

In einem offenen Gassystem wurde die Nettophotosynthese nicht abge-
schnittener Blatter anhand der COj;-Abnahme mit einem Infrarotgasanalysator
gemessen (Binos, Leybold-Heraeus, Hanau, BRD) und die Transpiration
anhand der Feuchtigkeitsbestimmung mit einem Taupunktspiegel (General
Eastern, Watertown, Mass. USA) erfasst. Das fiir die Messung verwendete
Gas wurde aus Stickstoff, Sauerstoff und Kohlendioxyd in Gasmischpumpen
gemischt. Das Messgas floss zur Befeuchtung durch Wasser (pH 4) in die
Messkammer, die das Blatt enthielt. Die Durchflussrate betrug dabei 1 dm?®
min-!. Die Messanlage mit horizontaler Lichtprojektion war auf einer Optiker-
schiene montiert (Figur 4). Als Lichtquelle diente ein Halogen-Projektions-
lampchen (340 W, 36 V) mit Reflektionsspiegel (ERV, General Electric, Cleve-
land, Ohio, USA). Die Infrarotstrahlung wurde mit einem Calflex C-Filter
(Balzers, Balzers, Fiirstentum Liechtenstein) und einer 2 cm dicken Wasser-
schicht reduziert. Zur gleichmissigen Lichtverteilung sowie zur Infrarotab-
sorption diente ein grosser wassergefiillter Rundkolben, der vor der Lampe
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stand. Die Kiivette bestand aus Kupfer, das elektrostatisch schwarz angefiirbt
war, Chromstahl und Plexiglas und umfasste ein Volumen von 0,6 dm'. Ein
kleiner, leistungsstarker Ventilator (Micronel Electronic, Tagelswangen,
Schweiz) sorgte fiir Turbulenz und Wiarmeaustausch in der Kivette. Die Luft-
temperatur wurde durch Wasser reguliert, das im Mantel und Dach der
Kiivette zirkulierte. Die Blatttemperatur wurde mit einem 0,05 mm dicken
Chromnickel-Aluminjumnickel-Thermofiihler gemessen (Omega Engineering Inc.,
Stamford, CT, USA), welcher an die Blattunterseite gefiihrt werden konnte.
Vorgiéngig der Infrarotgasmessung wurde die Blattfliche unter Verwendung
von lichtempfindlichem Pauspaplier gemessen. Die Blitter wurden wihrend
30-45 Minuten vor der eigentlichen Messung den experimentellen Bedingungen
angepasst.

2.3.2 Die Bruttophotosynthese

Nach der Nettophotosynthesemessung im offenen System erfolgte im
geschlossenen System die Bestimmung der '*CO:-Aufnahme.

Eine kleine Gasdruckflasche (4 dm?) enthielt trockene synthetische Luft,
die nach der Methode von Ludwig und Canvin (1970) mit '*CO, angereichert
war. Mit einer Spritze wurden der Gasflasche 10 cm? Luft mit bekanntem
1*CO:-Gehalt entnommen und in die Kiivette eingespritzt. Der Ventilator
sorgte fiir eine rasche Verteilung des Gases. Nach 20 Sekunden wurde der
Boden der Kiivette, durch den der Blattstiel fiihrte, rasch abgehoben, das
Blatt innert 1-2 s in fliissigem Stickstoff abgetotet und anschliessend in elnem
Oxydationsautomaten verbrannt (Tri-Carb, Packard Instruments Inc., Dow-
ners Grove, IL, USA). Die Radioaktivitit der Proben wurde im Szintillations-
zdhler (LS-1500, Beckmann, Fullerton, CA, USA) bestimmt.

In einem vorgidngigen Verfahren ohne, Blatt wurde die Radioaktivitit pro
Gasvolumen in der Kiivette bestimmt, indem eine Probe von 10 cm? Luft ent-
nommen und in Carbosorb aufgefangen wurde. Die !*CO,-Aufnahme der Blit-
ter verlief widhrend 30 s linear. Die Markierungsdauer von 20 s war somit
kurz genug, um eine Messung zu gewihrleisten, die nicht durch photorespi-
riertes und refixiertes !*CO, iiberlagert war.
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2.3.3 Die Gasaustauschberechnungen

Die Nettophotosyntheserate (F) wurde nach der Formel (5) (éatskfr, 1971)
berechnet:

F [umol CO,m-2s-}] = 8C- 3 - 7B - Paoy (TP (5);

: A 22,4 T 101,33 - [T, - [P, '

wobe)l AC der COg-Konzentratlonsdlff‘ex"enz lem® m-*) entsprach, A der
Blattfliche [m?], J der Durchflussrate ([dm’' s-'}, P .t dem aktuellen
Barometer-Luftdruck {[durchschnittlich 96,66 kPa}, Pl dem Kalibrierungs-
luftdruck des Flussmeters [101,33 kPa]), T der Umgebungstemperatur [durch-
schnittlich 293°K] und Tl der Kalibrierungstemperatur des Flussmeters
[288°K]).

Die stomatire Leitfihigkeit (k_ ) wurde aus den Temperatur- und Transpi-
rationsmessungen nach Jarvis (1971) bestimmt. Dazu wurden die Partialwas-
serdampfdrucke (p(H;O)) mit der Formel (6) berechnet:

p(H:0) [kPa] = 10([8,524 T/(T+273)} - 0,214) (6);

wobeil T dem Taupunkt in °C entspricht (Lange, 1979).

Auch das Verhiltnis der molekularen Diffusionskoeffizienten von CO,; zu

H.0 (bel 20°C betrug es 0,61) wurde in Berechnung von k_ einbezogen:

g
_ [p(H20), - P(H:0),]-0,61- 273 B o {T - {7}

[P(H:0), - P(H:0),] - 107 A-22,4 T-101,3-(T, (B ., ()i
wobef p(H;O)a aus der Taupunkttemperatur der Kiivette berechnet wurde,
p(H:0) o 2us der Taupunkttemperatur des in die Kiivette einstrémenden Mess-
gases und p(HzO)1 aus der Blatttemperatur (unter der Annahme, dass die
interzellulire Luft wassergesittigt war). Die stomatire Leitfihigkeit wurde
somit aus dem Verhiltnis der Transpiration zum Gradienten des Wasser-
dampfdruckes zwischen Interzellularraum und Aussenluft berechnet. Durch
die starke und gleichformige Luftturbulenz in der Kiivette wurde der
Diffusionswiderstand der Blattgrenzschicht klein gehalten,

kg fmmol COam-2s-1)

Die Bruttophotosyntheserate (P') wurde aus der '*COQ,-Aufnahme berechnet
und dabei Folgendes beriicksichtigt:

- Die Abnahme der spezifischen Radioaktivitdt in der Kiivette infolge des aus
dem Blatt austretenden photorespirierten CO,.
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- Die Diskriminierung des !*CO, gegeniiber dem !2CQO, bei der Aufnahme ins
Blatt.

- Die geringe CO,-Konzentrationsverinderung bei der Messung im geschlosse-
nen System im Vergleich zur Nettophotosynthesemessung.

- Die Unterschiitzung der Bruttophotosynthese infolge der Refixierung des
photorespirierten CO;.

Dazu war vorerst die Bestimmung der CO,-Konzentration in der Kiivette
bei Markierungsbeginn (Ca') nétig:

Ca' [em'm-?) = [(Ce"8C) (Vk-Vs)] _»+ (Cs:Vs) ®);

wobei Ce der CO,-Konzentration der einstromenden Luft {cm’m-?] entsprach,
AC der CO,-Konzentrationsverinderung wihrend der Messung, Vk dem Kiivet-
tenvolumen {0,6 dm’}, Vs dem Spritzenvolumen [0,01 dm?} und Cs der
CO;-Konzentration in der Spritze [1030 cm’m-?].

Die CO,-Abnahme wihrend der Markierung (ACa') wurde vorgingig
bestimmt:

ACa' [ecm®m-'] = (F-A-t-22,4) / Vk (9);
wobei t der Markierungsdauer von 20 s entsprach.
Da sich die Radioaktivitit der Kiivettenluft (DPML) im Laufe der Markie-

rung infolge der Respiration verringerte, wurde ein durchschnittlicher Wert
ermittelt (DPML'):

DPML' [em’m-?] = DPML (-Cal4Ca'-[ACa'(P-E)/F] , 4y , 35  (10);
[ Ca' - ACa' |

wobel fiir das Verhiltnis (P-F)/F 0,1 bei 10°C eingesetzt wurde; 0,2 bei
20°C und 0,3 bei 30°C.

Damit konnte eine mittlere '*CO.-Aufnahme (#) berechnet werden:

DPMA - Ca' - 273 - P_,
# {umol CO; m-2s-!} = act . (11);
DPML“A-t-22,4 -T- 101,33
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wobei DPMA der Radioaktivitit des Blattes [dpm] entsprach und t der Markie-
rungsdauer.

Anschliessend wurde die '*CO:-Aufnahme wegen der Diskriminierung des
1%CO, gegeniiber dem '2CO, bei der Diffusion in der Gasphase [kia/Kis
=1,0088] und bei der Carboxylierung [kiz/kis =1,0568] (O'Leary, 1981) korri-
glert:

/¢ =1/(1,0568!)-1008,B/(1,0568kg[Ca'-AC8/2)) + lO’/(kg[Ca-ACa'/Z]) (12);

wobei & der !*CO,-Aufnahme entsprach, die um den Betrag der
'*C-Diskriminierung korrigiert worden war.

Die Einspritzung von 10 cm? '*CO;-haltiger Luft (103 Pa p(CO:)) iIns
geschlossene System verursachte eine kleine Abweichung vom Wert der COj-
Konzentration, die wihrend der Nettophotosynthesemessung herrschte. Des-
halb wurde &' mit Hilfe von Photosynthesemessungen bel verschiedenen CO,
Konzentrationen korrigiert und dle '*CO;-Aufnshme nun sals P'" bezeichnet:

P" fumol COsm-2s-'] = §' - m-(Ca'- ACa'/2 - Ca) (13);

wobel Ca der CO;-Konzentration [cm’m-?] in der Kiivette entsprach, die vor
der Einspritzung von !'*CO; geherrscht hatte, und m der aus CO,- Pho-
tosynthesekurven geschitzte Korrekturfaktor (zwischen 0 und 0,11 {umol CO,
m-2s-1/A em’m-? CO.:]) war.

Die Unterschidtzung der Bruttophotosynthese infolge der Refixierung des
respirierten CO. konnte teilweise beriicksichtigt werden. Interzellulires CO,,
das aus der Aussenluft und der Respiration stammte, wurde gleichermassen
fixlert. Damit konnten die gesamte interzellulire CO;- Konzentration (Ci)
sowle der mit '*CO. markierte Anteil (“Cl) nach dem ersten Fick'schen
Gesetz berechnet werden:

Ci = Ca-l0-* - F / kg-lo’ (14);
“Ci = Ca-10-* - P" / kg- 10? (15);
wobei Ca der CO.-Konzentration in der Kiivette wihrend der Nettophotosynt-

hesemessung und vor der Einspritzung des '*CO, entsprach [cm’m-'].
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wobei Ca der CO.-Konzentration in der Kiivette wihrend der Nettophotosynt-
hesemessung und vor der Einspritzung des !'*CO; entsprach [em’m-?].

Die Bruttophotosynthese (P'), die um den Betrag des respirierten und
refixierten CO, korrigiert worden war, liess sich nach der Formel (16)
berechnen.

P' [umolCOzm-*s-!] = P".(k,-Ca-10-* - F) / (kg Ca10-" - P")  (16).

2.3.4 Die Datenverarbeitung

Die Messdaten wurden tells mit einem Handrechner verarbeitet und teils mit
dem Computer der Universitdt Ziirich. Die Photosyntheseserien und die grap-
hischen Darstellungen wurden mit SAS-Programmen (Statistical Analysis
System, Institute Inc. Cary, NC, USA) und die Kurvenangleichungen nach
dam Modell von Marschall und Biscoe (1980) mit einem Programm von B. Bolier
ausgefiihrt.
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Kapitel 111

RESULTATE UND DISKUSSION

3.1 DIE EIGENSCHAFTEN DER GEREINIGTEN RIBULOSEBISPHOSPHAT-
CARBOXYLASE-OXYGENASE

Die Charakterisierung der gereinigten RuBPCO bei verschiedenen Temperatu-
ren wurde auf zwel verschiedenen Wegen vorgenommen. Einerseits wurden die
kinetischen Konstanten Km und me sowohl der Carboxylase als auch der
Oxygenase ermittelt (getrennter Test). Andererseits wurden die Reaktionsge-
schwindigkeiten der Carboxylase und Oxygenase gleichzeitig bei verschiedenen
CO2- und O:-Konzentrationen gemessen (kombinierter Test). Aufgrund der
Gleichung (1) war damit die CQO2/0,-Spezifitit in vitro bestimmbar.

Die Aktivititen der Carboxylase (Figur 5) und der Oxygenase (Figur 6)
wurden in Abhiéngigkeit der Substratkonzentrationen gemessen und in doppelt
reziproken Darstellungen aufgetragen. Die sich daraus ergebenden kinetischen
Konstanten sind in der Tabelle 1 zusammengefasst.

Im folgenden werden die Messungen mit Daten aus der Literatur vergli-
chen, und anschliessend wird die Temperaturabhidngigkeit der kinetischen
Konstanten und der Reaktlonsgeschwindigkeiten beurteilt.

Weil CO: nicht nur Substrat ist, sondern auch zur Aktivierung der
RuBPCO dient (Badger und Lorimer, 1976), ist die in vitro Bestimmung
schwierig. So weisen denn auch die Literaturwerte der Substrataffinititen
Unterschiede auf, die wohl auf methodische Probleme zuriickzufiihren sind.
Die aus der Literatur entnommenen Michaeliskonstanten und CO,/0, Spezifitd-
ten verschiedener héherer C,-Pflanzen sind in der Tabelle 2 zusammenge-
stellt,
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Figur 5: Lineweaver-Burk-Diagramm der Carboxylase. Die aus drei Wiederho-
lungen ermittelten Carboxylaseraten der gereinigten RuBPCO bei
10°C (e), 15°C (m), 20°C (A) und 25°C (#) wurden durch Regressi-
onsgeraden verbunden, die in den Schnittpunkten mit der Abszisse
die Enzymaffinitit fiir CO2 angeben und in den Schnittpunkten mit
der Ordinate die maximalen Carboxylierungsraten.
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Figur 6: Lineweaver-Burk-Diagramm der Oxygenase. Die aus zwel Wiederho-
lungen ermittelten Oxygenaseraten der gereinigten Welssklee-RuBPCO
bei 10°C (@), 15°C (m), 20°C (A) und 25°C (@) wurden durch
Regressionsgeraden verbunden, die in den Schnittpunkten mit der
Abszisse die Enzymaffinititen fiir O; angeben und in den Schnitt-
punkten mit der Ordinate die maximalen Oxygenierungsraten.
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Tabelle 1: Die Temperaturabhiingigkeit der kinetischen Konstanten gereinigter
Weissklee-RuBPCO. Vo und Vc sind die Maximairaten der Oxygenase und der
Carboxylase; Ko und Kc die Michaeliskonstanten fiir O und CO,. Die mittle-
ren Fehler (in Klammern) basieren auf sieben bis neun Bestimmungen.

Temp. v K v K

o o c c
1°cy {umolO,Min-!? {uM} {umolCOMin-!? [uM}
mg- 'Protein] mg- 'Protein]

10 0,12 520 0,10 8,5
(0,008) (93,3) (0,003) (0,69)

15 0,15 521 0,17 11,0
(0,003) (26,7) (0,004) (0,59)

20 0,21 598 0,34 14,2
(0,017) (104,8) (0,011) (1,10)

25 0,27 619 0,60 20,8
(0,023) (104,9) (0,016) (1,16)

Tabelle 2: Vergleich von Literaturwerten der Carboxylase- und Oxygenase-
affinitiiten der RuBPCO (Kc und K o) und der CO3/0,-Spezifitat (S in vitro).

Pflanzenart Temp. K, K, S in vitro
[°cl [uM] (uM]

Triticum aestivum ?) 20 15 - -

Atriplex glabriuscula 2) 25 27 328 67

Nicotiana tabacum ?) 25 11 650 77

Lolium perenne ') 25 16 500 80

Trifollum repens *) 25 21 619 66

') Michler, Keys und Cornelius (1980)

?) Badger und Collatz (1977)

) Jordan und Ogren (1983)

*) Lehnherr, Michler und Nosberger (1985)
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Die Aktivierungsenergie bestimmt als energetisches Hindernis die Reakti-
onsgeschwindigkeit. Aus dem Arrhenius-Diagramm sind die Aktivierungsener-
gie der Carboxylierung (Ec = 85,6 kJ mol-!) und diejenige der Oxygenierung
(E, = 39,1 kJ mol-!) fiir den Temperaturbereich von 10°C bis 25°C ersichtlich
(Figur 7). Die Carboxylierung nimmt also mit der Temperatur stirker zu als
die Oxygenferung. Auch die Aktivierungsenergien der Michaeliskonstanten
dienten der Beurteilung des Temperatureinflusses auf die Substrataffinititen
([E]K, = 48,8 kJ mol-? und (EJK, = 8,1 kJ mol-!). Die Michaeliskonstante
der Oxygenase verhielt sich damit praktisch temperaturunabhiéngig, im Gegen-
satz zur Michaeliskonstante der Carboxylase, die mit der Temperatur anstieg.

s}

it ! i L
0,003388 0003413 0003472 0,003834

Temperamr_I (K-')

Figur 7: Arrhenius-Diagramm der Carboxylase und Oxygenase. Die Maximal-
raten der Carboxylase (@) und der Oxygenase (R) gereinigter
Weissklee-RuBPCO sind dargestelit.
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Die Gleichungen (17) und (18) zelgen, wie die kinetischen Konstanten der
CO,/02-Spezifitit in vitro bestimmen, und wie sich dessen Aktivierungsener-
gie zusammensetzt.

5 in vitro * vc : Ko / Vo . Kc 17);
[E] S = (IEIV, * [EIK,) - (E]V, + [EIK,) 18).
1,0

0,78

Yo/ Y%

0,50

028

] 20 40 80 (]

0,/CO, (uM/uM)

Figur 8: Die Bestimmung der CO:/O,-Spezifitdt in vitro. Das Verhidltnis von

Vo ZU V, in Abhiingigkeit der Verhiltnisse geldster Konzentrationen
von O; zu CO, wurde in kombinierten Tests der RuBPCO bei 10°C
(#), 20°C (m) und 30°C (A) bestimmt. Die Konzentration des
NsHCO, blieb konstant, wihrend die des Sauerstoffs variiert wurde.
Der Kehrwert der Kurvensteilheit entspricht der CO»/0,-Spezifitat in
vitro, Die Punkte stellen Durchschnittswerte von zwei bis drei

Bestimmungen dar.
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Die Aktivierungsenergie der CO./0,-Spezifitit in vitro betrug - berechnet
nach der Formel (18) - nur 5,8 kJ mol-!. Der Einfluss der Temperatur auf
die CO3/0,-Spezifitit in vitro war gering, weil sich die Temperaturabhiingig-
keiten der kinetischen Konstanten gegenseitig aufhoben.

Die Temperaturunabhiingigkeit der CO:/0,-Spezifitit in vitro wurde auch
mit den Messungen des kombinierten Tests der RuBPCO bestitigt. Die
CO0,/0,-Spezifitit in vitro liess sich dabei nach der Gleichung (1) aus den
Carboxylase- und Oxygenaseraten bestimmen. In der Figur 8 wurden die
Verhiltnisse der Oxygenase- zur Carboxylaseaktivitit bei 10°C, 20°C und
30°C gegen die Verhiltnisse der Konzentrationen von O, zu CO;: aufgetragen.
Nach Jordan und Ogren (1981) entspricht der Kehrwert der Kurvenstellheit in
dieser Darstellung der CO,/O,;-Spezifitit. Die Messpunkte lagen auf Geraden
derselben Nelgung. Daraus ist ersichtlich, dass die CO,/Oi-Spezifitit in
vitro von der Temperatur nicht beriihrt worden ist.

Durch die Experimente mit der gereinigten RuBPCO liess sich die
CO3/0,-Spezifitit in vitro bestimmen. Sie dient im folgenden zur Charakteri-
sierung der RuBPCO in vitro im Vergleich zu den Eigenschaften des
Gasaustausches.
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3.2 DIE EIGENSCHAFTEN DES GASAUSTAUSCHES IM VERGLEICH MIT DEN
ENZYMEIGENSCHAFTEN

Zur Chsrakterisierung des Gasaustausches wurde die CO,;/0;-Spezifitit in
vivo bestimmt. Es stellte sich heraus, dass diese = Im Unterschied zur
CO./0,-Spezifitdt in vitro - abhidngig war von der Lichtintensitit, der Tem-
peratur, der CO;-Konzentration wihrend der Messung und von der €O;-
Konzentration wihrend der Anzucht. Die Einfliisse dieser Faktoren werden im
folgenden besprochen.

3.2.1 Der Lichteinfluss auf das Verhiltnis der Photosynthese zur
Photorespiration

Auf Grund von !'*CO,;-!2C0,-Messungen bei verschiedenen Lichtintensititen
an Blittern, die bei 20°C und bel 33 Pa p(CO;) gewachsen waren, wurde das
Verhiltnis der Photorespiration zur Bruttophotosynthese bestimmt und zwar
bel 20°C, konstantem CO,-Partialdruck (30 Pa) und varilerten O,- Parti-
aldriicken (2-80 kPa). Die Figur 9 zeigt die Verhiltnisse von Photorespiration
zu Bruttophotosynthese in Abhingigkeit der Konzentrationsverhiltnisse von
geléstem Oz zu gelostem COa.. Diese Darstellung der in vive - Daten
entspricht der Figur 8 mit in vitro - Daten. Die CO:/0;-Spezifitit in vivo
wird ebenfalls aus dem Kehrwert der Kurvensteilheit bestimmt.

Das Steigungsmass der Geraden war bel allen Lichtintensititen ihnlich.
Daraus folgt, dass sich die CO./O,-Spezifitit in vivo praktisch lichtunab-
hiingig verhielt. Die Verbindungsgeraden liefen bei hoher Lichtintensitit bei-
nahe durch den Achsenschnittpunkt. Bel geringer Lichtstirke schnitten sie
die Ordinate ausserhalb des Nulipunktes, womit das Verhiltnis von CO,
Abgabe zu CO,;-Aufnahme bei sehr kleinem O:/CO,-Verhiltnis grosser als nuil
war. Dies deutet auf die Dunkelrespiration hin, die bei geringer Lichtinten-
sitiit stirkor ins Gewicht fiel. Bei 2000 ymol Quanten m-?s-! erfolgte aller-
dings keine nennenswerte Ueberlagerung der Photorespiration durch Dunkel-
respiration mehr. Die weiteren Experimente sind beil dieser hohen
Lichtintensitit durchgefiihrt worden, um eine alifillige Interferenz mit der
Dunkelrespiration zu vermindern.
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Figur 9: Die Bestimmung der CO./0,-Spezifitit in vivo bel verschiedenen
Lichtintensititen. Das Verhiltnis von Photorespiration zu Bruttopho-
tosynthese [2(P'-F)/P'] wurde gegen das Verhiltnis geléster Kon-
zentrationen von O, zu CO, aufgetragen. Die reziproken Kurvenstei-
gungen entsprechen den CO;/0,-Spezifititen in vivo. Die
Photosyntheseraten der Blitter, die bei 20°C und 33 Pa p(CO,)
gewachsen waren, wurden bef 2000 (@) , bei 800 (M) und bei 400
(4) umol Quanten m-?s-' gemessen, jeweils bei 20°C, 33 Pa p(CO,)
und bei von 2 bis 80 kPa variiertem p(O:). Die Punkte stellen Mit-
telwerte von zwel bis acht Messungen dar.
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3.2.2 Der Einfluss der Temperatur und der CO.-Konzentration auf das
Photosynthese/Photorespriationsverhiiltnis

Mit der '*CO,-!2CO;-Methode wurden Bruttophotosynthese und Photorespi-
ration bei 10°C, 20°C wund 30°C bestimmt. Dabei wurde einerseits der
CO,-Partialdruck bei 30 Pa  konstant gehalten, andererseits der
Oz-Partialdruck von 2 kPa bis 80 kPa varilert. Die Darstellung (Figur 10)
zeigt Geraden, die den Achsenschnittpunkt kreuzen. Mit zunehmender Tem-
peratur vergrosserte sich das Steigungsmass der Geraden. Damit fiel die
CO,/02-Spezifitit in vivo mit steigender Temperatur ab. Sie betrug 123 bet
10°C und 69 bei 30°C.

2(p'-F)/ P

o L ] i 1
D 20 40 60 20

0,/CO, (uM/uM)

Figur 10: Die Bestimmung der CO./O;-Spezifitit in vive. Die Messungen
erfolgten bei 10°C (@), 20°C (m) und 30°C (A), jeweils bei 2000
umol Qanten m-?s-', bei 33 Pa p(CO2) und bei von 2-80 kPa
varilertem p(0:). Die Verhiltnisse von Photorespiration zu Brut-
tophotosynthese [2(P'-F)/P'] wurden in Abhiingigkeit der Verhilt-
nisse geloster Konzentrationen von O, zu CO,, die sich im Gleich-
gewicht mit den Partialdriicken des Interzellularraumes befanden,
aufgetragen. Die reziproken Werte der Kurvenneigungen entspre-
chen den CO3:/0,-Spezifititen in vivo. Die Symbole stellen Durch-
schnittswerte zweier Bestimmungen dar.
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Figur 11: Der Einfluss der Temperatur auf die CO,/O,-Spezifititen in vivo
(®) und in vitro (w). Die Werte in vivo wurden aus Gasaustausch-
messungen bei 30 Pa p(CO,), 21 kPa p(Q;) und 2000 ymol Quanten
m-?s-! ermittelt und diejenigen in vitro aus Enzymmessungen des
kombinierten Tests. Die vertikalen Balken stellen die mittleren Feh-
ler von zwel bis drei Einzelbestimmungen dar.

Figur 11 vergleicht die CO,/0,-Spezifititen in vivo und in vitro bei verschie-
denen Temperaturen. Die CO,/0,-Spezifitdit in vivo nimmt mit sinkender Tem-
peratur zu, wihrend dem sie in vitro paraktisch konstant blejbt.

Der Temperatureinfluss auf die CO:/0;-Spezifitit in vivo lasst sich auch
mit Berechnungen aus Literaturdaten belegen (Tabelle 3). Er ist sowohl sus
1*C0,-12C0,-Experimenten mit niedrigem CQ;-Partialdruck ersichtlich als auch
aus Bestimmungen der CO;-Kompensationskonzentration.
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Tabelle 3: Die CO:/0:-Spezifitit in vivo bei verschiedenen Temperaturen und
CO;-Konzentrationen. Vergleich der Daten unterschiedlicher Bestimmungsart
und Herkunft.

Pflanzenart Methode Temperatur C02/0,-Spezifitit in vivo
(°c1

bet 20 Pa bei 40 Pa
p(CO,) p(COa)

Helianthus 18CO,- 16 126 73
annuus ') 120, 25 118 78
33 71 61

bei 30 Pa bet 90 Pa
p(CO;) p(CO,)

‘Trifollum 1%CO,- 10 123 78
repens ?) 12C0, 20 96 69
30 7 64
bei 3-6 Pa
p(CO,)
Triticum CO,- 13 134
sativum ?) Kompensations- 19 112
konzentration 31 73
bel 3-6 Pa
p(CO2)
Lolium CO2z- 10 104
perenne *) Kompensations- 20 93
konzentration 30 59

') Fock, Klug und Canvin (1979)

?) Lehnherr et al. (1985)

') Jolliffe und Tregunna (1968)

*) Azcon-Bieto, Farquhar und Caballero (1981)
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Figur 12: Der Einfluss des interzelluliren CO;z-Partialdruckes auf die
CO0,/02-Spezifitit in vivo bei 10°C (@) und bei 30°C (BM). Das
Verhiltnis der Partialdriicke von CO; zu O; wurde wihrend des
Experimentes durch Anpassung des O;-Partialdruckes konstant
gehalten (15-:10-*). Die Berechnung der CO,/O;-Spezifititen basiert
auf den Konzentrationen gelosten Sauerstoffs und Kohlendioxids.
Die vertikalen Balken stellen die mittleren Fehler von drei bis vier
Bestimmungen dar. Die CO,/0,-Spezifitit in vitro ist als gestri-
chelte Linie eingetragen.

Die in der Einleitung angetonte Frage, worauf die Temperaturabhiéngigkeit
des Verhiltnisses der Photosynthese zur Photorespriation beruhe, lisst sich
zum Teil beantworten: Sie ist weder durch die enzymkinetischen Eigenschaf-
ten bedingt, noch ist das temperaturabhingige Loslichkeitsverhiltnis von CO,
zu O, ausschliesslich massgebend. In Figur 12 wurde der Einfluss des Léos-
lichkeitsverhiltnisses beriicksichtigt, indem die Konzentrationen geldster
Substrate verwendet wurden. Offenbar tritt hier ein Faktor in Erscheinung,
der unabhingig von den Enzymeigenschaften ist, und der bei niedrigen Tem-
peraturen ein Abweichen des Gasaustausches von der Enzymkinetik verur-
sacht.
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Eine Bestiitigung der Beobachtung, dass eine Diskrepanz zwischen dem
Gasaustausch und der Enzymkinetik bei tiefer Temperatur vorliegt, brachte
der Vergleich der CO,-Abhingigkeit der CO,/0,-Spezifitit bel 10°C und
30°C: Figur 12 zeigt, dass sich die CO,/0,-Spezifitit in vivo bei 30°C
unabhiingig von der COj;-Konzentration verhilt, wie es aufgrund der Enzymei-
genschaften zu erwarten ist; wihrend sie bei 10°C mit abnehmender CO,-
Konzentration zunimmt. Diese CO,-Abhingigkeit ist erstaunlich und steht im
Gegensatz zur RuBPCO-Kinetik. Die CO,/O.-Spezifitit in vitro (gestrichelt
eingetragen) ist von der CO,-Konzentration unabhingig. Er liegt bei 30°C
leicht iiber der CO,/0,-Spezifitit in vivo. Bei 10°C und bel niedrigen CO,-
Partialdriicken ist die CO2/Os-Spezifitit in vivo aber deutlich griésser als die
CO,/0,-Spezifitat in vitro.

Auch Berechnungen unter Verwendung von Literaturdaten aus
1*C0,-'2C0O;-Experimenten, die bei verschiedenen CO;:-Konzentrationen
ausgefiihrt worden sind, belegen diese Abhingigkeit der CO0./0,-Spezifitit in
vivo von der CO;-Konzentration (Tabelle 3).

Das Abweichen des Gasaustausches von der RuBPCO-Kinetik kann jedoch
nicht durch den Einfluss der Dunkelrespiration erklirt werden: Falls die
Dunkelrespriation, die bei 2 kPa O, gesittigt ist (Forrester, Krotkov und
Nelson, 1966), einen Einfluss hidtte, wiirden die geraden: Linien in der Figur
10 nicht durch den Achsennullpunkt gehen. Die CO.-Abhéngigkeit der
CO3/0,-Spezifitit (Figur 12) kann nicht der Dunkelrespiration zugeschrieben
werden, da diese - soweit uns bekannt ist - nicht von der CO,-Konzentration
berithrt wird, Nach dem Modell von Farquhar, von Caemmerer und Berry
(1980) beeinflusst die Dunkelrespiration das Steigungsmass der Geraden nicht;
dieses wird aber mit der Temperatur verindert (Figur 10).

Die bei niedrigen Temperaturen auffillige Abweichung der
CO0,/0,-Spezifitit in vivo von der RuBPCO-Kinetik in vitro lisst deshalb
einen endogenen Mechanismus vermuten, der bef geringen Temperaturen und
durchschnittlichen CO;-Konzentrationen das interne Xonzentrationsverhiiltnis
von CO2 zu Oa zugunsten des CO; verschiebt. Dieser hypothetische CO,-
Konzentrierungsmechanismus in den Mesophyllzellen kénnte somit den Unter-
schied zwischen dem Gaswechsel und der RuBPCO-Kinetik erklidren: Falls ein
CO:-Konzentrierungssystem aktiv ist, wird nidmlich die CO, Konzentration am
Enzym iiber die berechnete Konzentration im Interzellularraum hinaus erhéht.
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Die Bestimmung der COQ;/0,-Spezifitdit in vivo nach der Formel (3) (siehe
Einleitung) unter Verwendung einer zu tiefen CO,- Konzentration miisste zu
Werten fithren, die iiber den erwarteten CO,/0,-Spezifititen in vitro liegen.

Es ist anzunehmen, dass ein CO,-Konzentrierungsmechanismus beziiglich
CO, einer Sittigungskinetik folgt und damit bei tiefen CO;-Konzentrationen
am wirkungsvollsten ist. Daher kann auch erwartet werden, dass die Diskre-
panz zwischen dem Gasaustausch und der RuBPCO-Kinetik bei tiefen CO.-
Konzentrationen am grossten ist. Dies wird in der Figur 12 bestitigt: Die
héchsten CO,/0;-Spezifititen werden bel niedriger CO;-Konzentration
erreicht, die auch fiir die Pflanzen relvant ist.
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3.2.3 Der Einfluss der CO,;-Konzentration wiihrend der Anzucht auf das
Photosynthese-Photorespirationsverhiltnis

Zur Priffung der Hypothese, ob die Diskrepanz zwischen den
C03/0,-Spezifititen in vivo und in vitro auf einem CO, XKonzentrierungs-
mechanismus beruht, wurden Weisskleepflanzen bel verschiedenen
CO;-Konzentrationen herangezogen. Bel Algen wirkt sich die Anzucht bei
nijedriger CO;:-Konzentration auf den CO, Konzentrierungsmechanismus aus
(Marcus et al., 1982). Zur Beurteilung, ob in den Weisskleeblittern dhnliche
Verhiltnisse herrschen, wurde deren Gasaustausch nach Anzucht bei ver-
schiedenen CO,-Konzentrationen untersucht. Dabei wurden sowohl die Ver-
hiltnisse von Photorespiration zu Bruttophotosynthese der Bldtter nach
Anzucht bel 100 Pa p(CO;) ermittelt als auch diejenigen der Blidtter nach
Anzucht bei 20 Ps p(CO:). Dazu war die Bruttoaufnahme des interzeluldren
CO: und die Nettophotosynthese bei konstantem p(CO;) (30 Pa) und variier-
ten p(0O2) (2-80 kPa) zu bestimmen. Die Daten sind in der Figur 13 darge-
stellt. Analog zu den Figuren 8 und 10 entsprechen die reziproken Stei-
gungsmasse der Verbindungslinien wiederum die CO;/0,-Spezifititen des
Photosyntheseapparates (in vivo) oder der RuBPCO (in vitro) fiir die
Substrate CO; und O,.

Die Pflanzen, die bei 100 Pa p(CO,) gewachsen waren, wiesen einen stefle-
ren Kurvenverlauf auf und somit eine kleinere CO;/O,-Spezifitit in vivo als
Pflanzen mit der Wachstummsbedingung von 20 Pa p(CO;). Die Gerade der
RuBPCO-Aktivitit verlief steiler als diejenigen des Gasaustausches. Bei 10°C
lag somit die CQ./O,-Spezifitit in vivo bei beiden Anzuchtsbedingungen iiber
der CO,/0,-Spezifitit in vitro.

In der Folge wird der Einfluss der CO:-Konzentration wdhrend der
Anzucht auf die CO./O;-Spezifitit in vivo bei verschiedenen Temperaturen
untersucht, dann bel verschiedenen CO:-Konzentrationen und schliesslich bei
verschiedenen Lichtintensititen.
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Figur 13: Die Bestimmung der CO./0,-Spezifitit in vivo in Abhéngigkeit der
CO; Konzentration und der Anzucht der Blitter. (@ ): Anzucht bei
20 Pa p(CO,), (W): Anzucht bei 100 Pa p(CO;). Die Temperatur
betrug 10°C und die Lichtintensitdt 2000 umol Quanten m-? s-!. Der
CO;-Partialdruck wurde bei 30 Pa konstant gehalten, wihrend der
O2-Partialdruck von 2-80 kPa varilert wurde. Die Verhiltnisse von
Photorespiration zu Bruttophotosynthese [2(P'-F)/P'] wurden in
Abhingigkeit der Verhiltnisse geldster Konzentrationen von O: zu
CO: aufgetragen, die im Gleichgewicht mit den Partialdriicken des
Interzellularraumes standen. Die Kehrwerte der Kurvenneigungen
entsprechen den CO;/O:-Spezifititen in vitro (gestrichelte Linie)
und in vive (ausgezogene Linien). Die Symbole stellen Mittelwerte
aus zwei bis drei Bestimmungen dar.
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Figur 14: Der Einfluss der Temperatur auf die CO2/O0;:-Spezifitit nach der
Anzucht der Blidtter bei verschiedenen COai-Konzentrationen. Die
gestrichelte Linie bezeichnet die CO,/0,-Spezifitit in vitro (siehe
Figur 11). Die ausgezogenen Linien bezeichnen die CO,/0, Spezifi-
tdten in vivo nach Anzucht bei 20 Pa (o), 33 Pa (m) und 100 Pa (A)
p(CO:). Dle Gasaustauschmessungen erfolgten bei einer Lichtinten-
sitét von 2000 umol Quanten m-2s-! und bel 30 Pa p(COi). Die
senkrechten Balken stellen die mittleren Fehlor von zwei bis vier
Bestimmungen dar. '

In der Figur 14 sind die CO./0;-Spezifititen in Abhéngigkeit der Tempe-
ratur aufgetragen. Bei 30°C war die CO,/O,-Spezifitit ziemlich unabhingig
von der COj-Konzentration, die wihrend des Wachstums geherrscht hatte.
Mit sinkender Temperatur stieg sie aber je nach der Anzuchtsbedingung
unterschiedlich an. Eine Temperatursenkung erhchte die CO;/0,-Spezifitit in
vivo bei Blittern nach Anzucht bei reduziertem CO,-Partialdruck stirker als
nach Anzucht bei erhdhtem CO.-Angebot. Die Blitter, welche bei durch-
schnittlichem CO,-Partialdruck (33 Pa) gewachsen waren, wiesen eine mittlere
Reaktion auf die Temperaturverdnderung auf.
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Figur 15: Der Einfluss des interzelluliren CO,-Partialdrucks auf die CO0,/0,
Spezifitét in vivo bei Blattern nach Anzucht bei 20 Pa (®) und bei
100 Pa (m) p(CO,). Das Verhiltnis von p(CO.) zu p(O.) der
Umgebungsluft wurde wihrend der Messung konstant gehalten (15
10-*). Die Temperatur betrug 10°C und die Lichtintensitdt 2000
umol Quanten m-2s-!., Die vertikalen Balken bezeichnen den mittle-
ren Fehler von zwei bis vier Messungen. Die CO./0,-Spezifitit in
vitro ist als gestrichelte Linie eingetragen (siehe Figur 10).

Die Figur 15 zeigt die Abhidngigkeit der CO0,/0,-Spezifitit vom
CO;-Partialdruck bei 10°C. War der CO,-Partialdruck wiihrend der Messung
hoch, so verhielt sich die CO./0,-Spezifitit in vivo unabhéngig von der
CO2-Konzentration, die wihrend der Anzuchtsperiode geherrscht hatte. Wurde
der CO;,-Partialdruck wihrend der Messung reduziert, so nahm die
C02/0,-Spezifitit in vivo aber unterschiedlich zu. Ihr Anstieg war stirker
bei Blidttern, denen weniger CO; wihrend des Wachstums zur Verfiigung
gestanden hatte.
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Figur 16: Der Einfluss der Lichtintensitit auf die CO;/O-Spezifitit in vivo
bei Pflanzen, die bei 20 Pa p(CO2:) (runde Symbole) und bei 100 Pa
p(CO;:) (guadratische Symbole) gewachsen waren. Die Messtempera-
tur betrug 10°C (O,[0) und 30°C (@,N). Die gestrichelte Linie
bezeichnet die CO:/0,-Spezifitit in vitro. Die senkrechten Balken
stellen die mittleren Fehler von zwei bis vier Messungen dar.

In der Figur 16 wurde die Abhidngigkeit der CO,;/0.-Spezifitit in vivo von
der Lichtintensitit bei 10°C und 30°C verglichen. Die Blitter, die bei 20 Pa
p(CO2) gewachsen waren, zeigten bei 10°C und bei allen Lichtintensititen
héhere CO,/0;-Spezifititen als die Blitter, die bei 100 Pa p(CO,) herange-
wachsen waren. Bei 30°C war die CO,/0;-Spezifitit unabhingig von der
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Lichtintensitdt und wurde auch von der CO;-Konzentration wihrend der
Anzucht nicht beeinflusst. Sie lag unter dem Wert der CO,/0,-Spezifitit in
vitro.

Bei 10°C war ein leichter Einfluss der Lichtintensitit feststellbar, wobei
die CO,/0:-Spezifitit mit zunehmender Einstrahlung anstieg. Vermutlich
hiingt dies einerseits mit der Dunkelrespiration zusammen, die mit steigender
Lichtintensitéit weniger ins Gewicht fillt,

Der Vergleich des Gasaustausches bei Pflanzen, die unter verschiedenen
CO3z-Konzentrationen herangewachsen sind, zeigt, dass die Diskrepanz zwi-
schen dem Gasaustausch und der Enzymkinetik nach Anzucht bei niedriger
CO3:-Konzentration ausgepriigter und die CO:/0;-Spezifitit in vivo hoher war.
Die Interpretation dieser Diskrepanz als Auswirkung des CO;- Konzentrie-
rungsmechanismus wird dadurch gestiitzt.
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3.2.4 Der Einfluss der CO;-Konzentration wihrend der Anzucht auf die
Nettophotosynthese

Riickschliisse auf die Verfiigbarkeit von CO, am Ort seiner Fixierung lassen
sich auch aus Messungen der Nettophotosynthese ziehen. Diese wurde an
Blittern nach  Anzucht bei erhShtem beziechungsweise reduziertem
CO;-Partialdruck in Abhéngigkeit der Lichtintensitit, der Temperatur und der
CO2- Konzentration bestimmt.

Die bei 20 Pa p(CO,) gewachsenen Weisskleeblitter zeigten bei 10°C eine
hohere Photosynthese als die Bldtter, die bei 100 Pa p(CO;) gewachsen
waren. (Figur 17 A). Dieser Unterschied vergrisserte sich noch mit zuneh-
mender Lichtintensitit, Bei 30°C unterschieden sich allerdings die Nettopho-
tosyntheseraten der Blitter mit verschiedenen CO,;-Anzuchtsbedingungen kaum
mehr (Figur 17 B). Mit verdnderter Messtemperatur wandelte sich auch die
Kurvenform. Bel 10°C bogen die Photosynthese-Lichtkurven der Blitter aus
angereicherter CO,-Atmosphiére stirker ab, als die Kurven der Blitter, die
mit verringertem CO; herangewachsen waren. Nach dem Modell von Marshall
und Biscoe (1980) kann aus dem Kurvenverlauf auf den Faktor (0) geschlos-
sen werden. Dieser bezeichnet das Verhiltnis des CO,-Diffusionswiderstandes
zum gesamten Widerstand einschliesslich des Widerstandes, der sich der enzy-
matischen Fixierung entgegenstellt., Bei 10°C war diese Verhiltniszahl bet
Blidttern aus reduzierter CO,-Atmosphére kleiner (8 = 0,3) als bel solchen,
die in angereicherter CO.-Atmosphiire gewachsen waren (0 = 0,9). Dies wies
darauf hin, dass der Diffusionsprozess bei Pflanzen aus reduzierter CO,-
Atmosphire das bedeutend kleinere Hindernis in der CO,-Fixierung darstelite
als die enzymatische Fixierung. Bei 10°C schien die Fortbewegung des CO,
aus der Umgebungsluft zum Fixierungsort wesentlich leichter zu sein, falls
den Blittern ein reduzlertes CO;-Angebot wihrend des Wachstums zur Verfii-
gung gestanden hatte. Bei 30°C (86 = 0,9) fiel der Diffusionswiderstand weit
stiirker ins Gewicht, als das durch die enzymatische Reaktion bedingte Hemm-
nis der CO,-Fixierung.
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Figur 17: Die Nettophotosynthese in Abhiingigkeit der Lichtintensitiit bet 10°C

(A) und bei 30°C (B). Das Symbol (@) bezeichnet die Nettopho-
tosyntheseraten der Blitter, die bei 20 Pa p(CO:) gewachsen sind,
und (m@) bezeichnet die Nettophotosynthese der Bliitter nach
Anzucht bei 100 Pa p(CO;). Wihrend der Messung betrug p(CO;)
der Umgebungsluft 30 Pa und p(O:) 20 kPa. Die vertikalen Balken
bezeichnen die mittleren Fehler von drei bis fiinf Einzelmessungen.

Auch die Abhidngigkeit der Nettophotosynthese vom CO,-Partialdruck wah-
rend der Messung wurde vom CO,-Angebot wihrend der Anzucht beeinflusst.
Bel einer Temperatur von 10°C verlief die Photosynthese-COz:-Kurve bel den

Blittern nach Anzucht bei 20 Pa p(CO,) steiler als bei den Blittern, die bei
100 Pa p{(CO;) herangewachsen waren (Figur 18).

- 43 -




>
(-]
1

A 10°C

»
o
1

Nettophotosyntese {pmol CO, m2s)

° 1 i | (] L | L L 1} 2 I
o 20 40 80 80 100 20 40 60 0 100

Interzellularer CO, - Partialdruck  (Pa)

Figur 18: Die Nettophotosynthese in Abhidngigkeit der CO,- Konzentration bel
10°C (A) und bei 30°C (B). Nettophotosyntheseraten nach
Anzucht bei 20 Pa p(CO,) (®) und nach Anzucht bei 100 Pa
p(CO2) (m). Wihrend der Messung betrug die-Lichtintensitit 2000
uymol Quanten m-? s-!. und der CO:-Partialdruck 30 Pa. Die verti-
kalen Balken stellen die mittleren Fehler von drei bis fiinf Mes-
sungen dar. Die Steigung im linearen Abschnitt der Kurven ist ein
Mass der Carboxylierungseffizienz (CE).

Bei 10°C war somit die Carboxylierungseffizienz, die sich in der Anfangs-
steigung der Kurve ausdriickte, bei Bliattern nach Anzucht bei 20 Pa p(CO.)
hoher als bei solchen nach der Anzucht bei 100 Pa p(CO.) (Figur 18 A). Bei
30°C war dagegen kein Einfluss der COiz-Konzentration wihrend der Anzucht
auf die Carboxylierungseffizienz mehr feststellbar. Beide Kurven zeigten eine
dhnliche Anfangssteigung (Figur 18 B). Bei gesittigter CO,-Konzentration lag
aber die Photosyntheserate der Blitter nach Anzucht in reduzierter
CO:-Konzentration leicht iiber derjenigen der Blitter nach Anzucht in erhéh-
ter CO;-Konzentration.
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Kriedemann und Wong (1984) untersuchten den Einfluss der CO.- Konzen-
tration widhrend des Wachstums auf die Photosynthese bei verschiedenen
Pflanzenarten. Sie fanden, dass die Aenderung der Carboxylierungseffizienz
von einer Abnahme der RuBPCO- und Hill-Aktivitit (O,-Abgabe aus der Was-
serspaltung) begleitet war. Mit diesen beiden Faktoren ldsst sich aber der
Unterschied zwischen den CO,-abhiéngigen Photosynthesekurven der Pftanzen
nach der Anzucht in erhdhter, respektive in reduzierter CO,-Konzentration
nicht vollstindig erkliren. Der Einfluss der CO:-Konzentration wihrend der
Anzucht machte sich nur bei tiefen Temperaturen bemerkbar. So dringt sich
die Suche nach weiteren Faktoren auf, die zur Erklirung der verinderten
Photosyntheseleistung beitragen, und die unabhingig sowohl von der RuBP-
CO-Aktivitit als auch von der Hill-Aktivitit (welche die RuBP-Regeneration
ermoglicht) sind. Ein Faktor kénnte dabei die verdnderte Aktivitit der Carbo-
anhydrase sein. Als Teil des CO;-Konzentrierungsmechanismus spielt die
Carboanhydrase - wie an Algen gezeigt worden ist - eine sehr wichtige Rolle.

Aus dem Verlauf der Lichtintensitits- und der CO,-Konzentrationskurven
der Nettophotosynthese konnen somit weitere Anhaltspunkte dafiir gewonnen
werden, dass diejenigen Blitter CO; leichter an den Fixierungsort beférdern,
die bel erniedrigter CO;-Konzentration herangewachsen sind.
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Kapitel IV

SCHLUSSDISKUSSION

Bei der Photosynthese wird CO, mit Hilfe von Lichtenergie In Zucker
gebunden. Dabei katalysiert die Ribulosebisphosphat-Carboxylase-Oxygenase
{RuBPCO) sowohl die Aufnahme von CO, beil der Photosynthese als auch die
Fixierung von O, bel der Photorespiration. Im Laufe der Photorespiration wird
CO,; auch wieder freigesetzt. Durch die komplizierten Verhiltnisse der Fixie-
rung, Freisetzung und Refixierung von CO:z durch die Prozesse der Photo-
synthese und der Photorespiration sind dle tatsdchlichen Fixierungsraten
schwierig zu bestimmen. Es steht aber fest, dass die Photorespiration und
Photosynthese durch die Oxygenierung und Carboxylierung von RuBP bedingt
sind und durch das Angebot von O und CO: im Chloroplasten beeinflusst
werden.

Damit CO; in die Chloroplasten gelangt, muss es die Spaltéffnungen,
Interzellularrdume, Zellwinde, Plasmalemmas, Cytoplasmen und Chloroplasten-
hilllen durchqueren. Die CO;-Konzentratiof in der Luft ist sehr gering und
kann im Blatt durch die Photosynthese und die Photorespiration verindert
werden. Allgemein wird angenommen, dass CO; aufgrund eines Gradienten
von der Umgebungsluft in die Chloroplasten des Blattes hineindiffundiert. In
hoheren C,;-Pflanzen, wie hier am Beisplel von Weissklee gezeigt werden
konnte, scheint offenbar anorganischer Kohlenstoff auch aktiv aufgenommen
zu werden. Dabei iibernimmt vermutlich Bicarbonat die Funktion eines
CO,-'Carriers'. Ein bekannter Fall der CO,-Konzentrierung spielt sich in C,-
und CAM-Pflanzen ab. Hier tritt eine organische Verbindung, Malat oder
Aspartat, als CO;-'Carrier' auf. Dieses Photosynthesesystem ist allerdings
energiebediirftiger als dasjenige der C,;-Pflanzen; es ist aber bei hohen Licht-
intensititen und Temperaturen infolge fehlender Verluste durch die Photores-
piration effizienter. Andererseits vermogen Algen und Wasserpflanzen als
C,-Pflanzen anorganischen Kohlenstoff in Form von Bicarbonat aktiv in die
Zellen aufzunehmen. Moglicherweise erfolgt ein &hnlicher Prozess auch in den
Mesophylizellen der C,- oder CAM-Pflanzen, indem Bicarbonat aktiv aufgenom-
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men wird und als Substrat der Carboxylierung von Phosphoenolpyruvat zur
Verfiigung steht. Damit wiirde der aktive COz-Konzentrierungsmechanismus
auch beif der intermediiren CO,-Fixferung von Bedeutung sein.

Die Frage, ob bei der Photosynthese in hdheren C,-Pflanzen auch eine
CO,-Konzentrierung stattfindet, kann hier zwar nicht umfinglich beantwortet
werden, aber es lassen sich aus dem Vergleich der Enzymkinetik mit dem. Gas-
austausch bel Weissklee klare Hinweise dazu finden. Nach dem Modell von
Michler et al. (1985) kann nimlich die Verfiigbarkeit des Substrates CO; im
Chloroplasten anhand der CO,/0;-Spezifititen sowohl des Enzyms in vitro als
auch des Gasaustausches in vivo beurtellt und daraus auf die Art und Weise
des Zutritts von CO; ins Stroma geschlossen werden:

S in vivo S in vitro " £ kp/k (19);
wobei kl' die Leitfahigkeit fir CO2 vom Interzellularraum ins Cytoplasma dar-
stellt und k;_, dieselbe in umgekehrter Richtung, d.h. vom Cytoplasma in den
Interzellularraum. Der Faktor f bezeichnet das Verhiltnis der CO,;-Konzen-
tration im Chloroplastenstroma (Cs) zu derjenigen im Cytoplasma (Cc) (siehe
Figur 3, Einleitung).

Wenn das Verhiltnis von S in vivo zu S in vitro kleiner als eins ist, dann
erfolgt die Translokation des CO: von der Umgebungsluft zum Chloroplasten
durch Diffusion aufgrund eines Konzentrationsgradienten (f-klx/kl_g < 1).

Wenn aber das Verhiltnis von S in vivo zu S in vitro grosser als eins ist,
dann kann ein aktiver CO;-Konzentrierungsmechanismus vermutet werden, der
im Plasmalemma (falls: kl‘/kl-‘ > 1) oder in der Chloroplastenhiille (falls: f >
1) lokalisiert sein diirfte. :

Die Daten zeigten, dass das Verhiltnis von S in vive zu S in vitro sowohl
bei hoher Temperatur als auch bei erhéhter CO;-Konzentration generell klei-
ner als eins war, und dass unter diesen Bedingungen kein aktiver Transpert
nachgewiesen werden konnte. Hingegen lag das Verhidltnis von S in vivo zu
S in vitro tiber eins, wenn die Temperatur und die CO,-Konzentration niedrig
waren. Dieses Verhiiltnis entspricht einem hypothetischen CO,; -Konzentrie-
rungskoeffizienten, der bei 10°C und 30 Pa p(CO;) bei 1,6 lag und mit stei-
gender Temperatur abnahm.
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Der postulierte CO,-Konzentrierungsmechanismus scheint folglich mit stei-
genden Temperaturen und zunehmender CO:-Konzentration an Wirkung einzu-
biissen. Dies ldsst sich damit erkliren, dass ein aufgebauter CO,-Gradient an
einer Membran bei steigender Temperatur vermutlich infolge zunehmender Per-
meabilitit wieder verloren geht. Der CO,-Konzentrierungsmechanismus folgt
wahrscheinlich einer Sittigungskinetik, so dass seine Wirksamkeit nur bei
geringer, durchschnittlicher CO,-Konzentration in der Aussenluft sichtbar
wird.

Aus den Experimenten mit Algen ist bekannt, dass der CO,-Konzentrie-
rungsmechanismus in Pflanzen nach fhrer Anzucht bei tiefer CO, -Konzen-
tration viel effizienter ist als nach Anzucht bei erhdhter CO,-Konzentration
(Hogetsu und Miyachi, 1979; Badger und Andrews, 1982). Der vermutete
CO; - Konzentrierungsmechanismus bel Weissklee verhielt sich diesbeziiglich
gleich wie bei den Algen: Bei Messtemperaturen von 10°C bis 20°C zeigten
die Blitter nach Anzucht bei niedriger CO;-Konzentration ein grosseres Ver-
hdltnis von S in vivo zu S in vitro als nach Anzucht bei erhdhter
CO.-Konzentration. Ein Unterschied war jedoch wihrend der Messung bei
hoher Temperatur und hoher CO,-Konzentration nicht mehr erkennbar. Das
Verhiltnis von S in vivo zu S in vitro lag dann unter eins. Die Ergebnisse
belegen damit, dass die CO;-Zufuhr bel der Photosynthese der C;-Pflanzen
nicht nur durch Diffusion sondern auch aktiv erfolgen kann.

Ein aktiver Transport wiirde dle Beférderung ionisierter Teilchen, wahr-
scheinlich HCOy, gegen einen elektrochemischen Potentialgradienten bedeuten.
Anhand der Abweichung der CO./0,-Spezifitit in vivo von derjenigen in vitro
kann vermutet werden, dass der CO;-Konzentrierungsmechanismus ein aktiver
Transportvorgang ist. Die beobachtete Lichtabhiingigkeit der CO,/0Q; Spezifi-
tit in vivo, die sich zwar nur in geringem Masse #usserte, konnte auch
darauf hinweisen, dass der CO;-Konzentrierungsmechanismus durch ATP limi-
tiert wird. ATP wird vermutlich beim Transport von Bicarbonat durch das
Plasmalemma bendtigt. Im Symport mit Protonen diirfte Bicarbonat ins Cyto-
plasma gelangen, wo sich ein Gleichgewicht mit CO, einstellt (Figur 19).



LULARRAUM
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H' —— i H'
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o' H'
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Figur 19: Hypothetisches Schema des Transportes von CO. aus dem Interzel-

lularraum in die Chloroplasten.

In den Kompartimenten und Membranen verschiebt sich das Gleich-
gewicht zwischen CO; und HCOj; je nach dem pH-Wert. Bei hohem
pH vergrossert Bicarbonat das Total des aufnehmbaren anorgani-
schen Kohlenstoffs. Es gelangt vermutlich aktiv durch das Plasma-
lemma, wobel Protonen mitwandern, die unter ATP-Verbrauch in die
Zellwand zuriickgebracht werden. Die Carboanhydrase (CA) kataly-
slert das Gleichgewicht zwischen Bicarbonat und Kohlendioxid
sowohl in der Zellwand wie im Stroma. Hier gelangt schliesslich
CO2 an die Ribulosebisphosphat Carboxylase-Oxygenase (RuBPCO).

Die gesamte anorganische Kohlenstoffkonzentration im Cytoplasma wird ver-
mutlich durch das Hineinpumpen von Bicarbonat erhsht. Entlang eines Gra-
dienten gelangt CO; aus dem Cytoplasma durch die Chioroplastenhiille ins
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Stroma. In diesem alkalischen Milieu liegt das Gleichgewicht zwischen CO,
und HCOj; ginzlich auf Seiten des Bicarbonats. Infolge des pH-Wertes von 8
ist die maximal aufnehmbare Menge an anorganischem Kohlenstoff wesentlich
erhoht. Der durch das Licht induzierte pH-Anstieg des Stromas ermoglicht
somit nicht nur die Aktivierung von RuBPCO, sondern auch gleichzeitig die
Auffiillung eines anorganischen Kohlenstoffspeichers in Form von Bicarbonat.
Die Carboanhydrase katalysiert dabei die Nachlieferung von CO. aus.dem
Bicarbonat an die RuBPCO. Moglicherweise erieichtert die Carboanhydrase
auch noch den Durchtritt von CO; durch die Chloroplastenhiille (Lucas,
1983).

Ein photosynthetisch aktiver Organismus, der sowohl CO, als auch HCO;-
aufnehmen kann, hat eine breitere Ernéhrungsbasis und ist damit konkur-
renzkriftiger. Badger, Kaplan und Berry (1980) zeigten, dass im Cytoplasma
von Cyanobakterien anorganischer Kohlenstoff auf das Vielfache der
Aussenkonzentration angehduft wird. Aus dem anorganischen Kohlenstoffvorrat
der Zelle kann der Photosynthesezyklus vermehrt mit Substrat beliefert wer-
den. Die okologische Bedeutung eines aktiven anorganischen Kohlen-
stofftransports leuchtet gerade bei den C;-Pflanzen ein. Viele dieser Pflanzen
sind in kiihl-geméssigten Klimaten beheimatet und weisen somit ein tieferes
Temperaturoptimum auf als C,-Pflanzen (z.B. Mais). Der bei niedriger Tempe-
ratur besonders effiziente COj;-Konzentrierungsmechanismus konnte erkliren,
warum C;-Pflanzen bei kiihlen Temperaturen eine iiberraschend hohe Pho-
tosyntheserate aufweisen.

Die Effizienz einer aktiven Beforderung von anorganischem Xohlenstoff
konnte auch als Selektionskriterium bei der Ziichtung von Kulturpflanzen ver-
wendet werden. Eine vermehrte CO:;-Aufnahme vergrossert die Photosynthese
und reduziert den durch die Photorespiration bedingten Abbau wvon Koh-
lenhydraten und Energiebedarf. Die ziichterische Bearbeitung des CO;- Kon-
zentrierungsmechanismus konnte aber auch den Versuch iiberfliissig machen,
die Oxygenasefunktion der RuBPCO auszuschalten, oder in den Photorespira-
tionszyklus einzugreifen. Der Glycolatweg ist namlich sowohl fiir die C,- wile
C,-Pflanzen von physiologischer Bedeutung, indem er beispielsweise den Pho-
tosyntheseapparat bei hohem Lichteinfall und geringem CO,-Angebot vor
Lichthemmung schiitzt und gleichzeitig Glycin und Serin bereitstellt.
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Der CO;-Konzentrierungsmechanismus wirkt sich in C,;-Pflanzen offenbar
bei niedrigen Temperaturen stirker aus. Er konnte indirekt die Ausbildung
einer Kiltetoleranz in photosynthetisch aktiven Geweben ermdglichen. Bedingt
durch die erhéhte HCOj-Konzentration im Cytoplasma, konnen vermehrt Malat
und Zucker gebildet werden. Diese werden infolge verringerter Meristemakti-
vitit bei tiefen Temperaturen nicht sofort benétigt und erhdhen den osmoti-
schen Wert des Zellsaftes. Damit diirfte der erhdhte Gehalt an Malat und
Zucker zu einer grosseren Kiltetoleranz der Blitter fithren.

Der vermutlich an Membranen aktive CO,-Konzentrierungsmechanismus wird
moglicherweise durch Schadstoffe der Umgebung inaktiviert. Unsere Kultur-
pflanzen und Waldbdume (C,-Pflanzen) sind von der Umweltverschmutzung
betroffen. Der Verlust der aktiven CO;-Zufuhr konnte die Photosynthese als
Grundlage des Metabolismus beeintrichtigen und die Pflanzen in ihrer Vitalitit
schwichen.
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Kapitel V

ZUSAMMENFASSUNG

Die Eigenschaften des Gasaustausches intakter Weisskleeblitter wurden mit
der Enzymkinetik von Ribulosebisphosphat-Carboxylase-Oxygenase (RuBPCO)
verglichen, um Néheres tiber das Verhiltnis der Substratkonzentrationen von
CO; und O; im Chloroplasten aussagen zu kdnnen. Dieses Substratverhiiltnis
am Enzym bestimmt nidmlich das Verhiltnis der Carboxylierung zur Oxygenie-
rung und damit auch dasjenige der Photosynthese zur Photorespiration.

Die kinetischen Eigenschaften der aus jungen Weisskleebliittern extrahierten
RuBPCO wurden sowohl in kombinijerten wie getrennten Tests bestimmt. Dabei
zeigte sich, dass dessen CO./0;-Spezifitit (Vc/Kc‘ Ko/Vo = vc/vo - 0/C)
praktisch temperaturunabhingig war: Die Aktivierungsenergie der CO0,/0;
Spezifitdt in vitro betrug zwischen 10°C und 25°C nur 5,8 kJ mol-!, wih-
renddem sile fiir die maximale Carboxylierungsrate (Vc) 85,6 kJ mol-! und fiir
die maximale Oxygenierungsrate (V_) 39,1 kJ mol-? aufwies.

Der Gasaustausch gleichaltriger, vollentwickelter Weisskleeblitter wurde
einerseits durch die Nettophotosynthese mittels Infrarotgasmessungen und
andererseits durch die Bruttophotosynthese mittels Kurzzeitaufnahmen von
1*CO; bestimmt. Das Verhiltnis der Photosynthese zur Photorespiration
konnte nun bei verschiedenen Temperaturen und CO:-Konzentrationen dem
Verhiltnis der Carboxylierung zur Oxygenierung gegeniibergestellt werden.
Bei 25°C und 30 Pa p(CO,) stimmten diese Verhiltnisse iiberein. Das Ver-
hiltnis der Photosynthese zur Photorespiration stieg jedoch mit abnehmender
Temperatur an und stand damit im Widerspruch zum Verhéltnis der Carboxy-
Herung zur Oxygenierung der in vifro gepriiften RuBPCO, welches praktisch
temperaturunabhiingig war. Die durch die CO,;/0,-Spezifitit in vitro charakte-
risierte Kinetik von RuBPCO deckte sich also bel tiefen Temperaturen nicht
mehr mit der CO,;/0,-Spezifitit des Gasaustausches in vivo. Bel 30 Pa
p(CO:) in der Umgebungsluft betrug die CO,/0;-Spezifitit in vivo bei 10°C
123, bei 20°C 98 und bei 30°C 69, wihrenddem sie in vitro in diesem Tempe-
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raturbereich bei 78 lag. Die Diskrepanz zwischen der RuBPCO-Kinetik und
dem Gasaustausch vergrosserte sich mit abnehmendem CO,-Partialdruck, und
umgekehrt verkleinerte sie sich mit zunehmendem CO.-Partialdruck in der
Umgebungsluft,

Der Vergleich zwischen Enzymkinetik und Gasaustausch beruht auf der
begriindeten Annahme, dass das Verhiltnis der Carboxylierung zur Oxygenie-
rung der RuBPCO nicht verdnderbar und deshalb in vitro wie in vivo gleich
sel. Die festgestelite Diskrepanz zwischen der CO,/0;-Spezifitit in vitro und
in vivo griindet folglich auf einer Unterschdtzung der CO;-Konzentration im
Chloroplasten. Anhand eines Photosynthesemodells (Midchler et al., 1985)
konnte aus der Unstimmigkeit zwischen der Kinetik der RuBPCO in vitro und
dem Gasaustausch in vivo gezeigt werden, dass ein CO; -Konzentrierungs-
mechanismus bei tiefen Temperaturen und geringem CO;-Partialdruck eine
erhohte CO;-Konzentration in den Chloroplasten bewirkt.

Bei Algen erhoht ein Absenken der CO:-Konzentration die Effizienz des
postulierten CO,;-Konzentrationsmechanismus. Auch die Weisskleeblitter nach
Anzucht beil geringem CO,-Partialdruck (20 Pa) wiesen eine hohere
CO32/0,-Spezifitit des Gaswechsels in vivo auf als die Blitter nach Anzucht
bei 100 Pa p(CO,;). Offenbar verfiigen Weisskleeblitter iiber einen #&hnlichen
CO;-Konzentrierungsmechanismus, wie er bel Algen und Wasserpflanzen fest-
gestellt worden ist.
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Kapitel VI

SUMMARY

The properties of gas exchange of Intact white clover leaves were
compared with the kinetics of Ribulosebisphosphate Carboxylase Oxygenase
(RuBPCO) in order to obtain information about the concentration of the
substrates of CO; and O, in the chloroplasts. This ratio of the substrates at
the enzyme site determines the ratio of carboxylation to oxygenation and con-
sequently the ratlo of photosynthesis to photorespiration.

The kinetics of RuPBCO, extracted from young white clover leaves, were
determined in combined and separate assays. Its substrate specificity factor
(vc/Ko . KO/Vo = vc/vo- 0/C) was virtually unaffected by temperature.
Between 10°C and 25°C, the energy of activation for the specificity factor in
vitro was 5.8 kJ mol-!; whereas it was 85.6 kJ mol-! for the maximum rate of
carboxylation (Vc) and 39.1 kJ mol-! for the maximum rate of oxygenation
Vo)

The gas exchange of fully expanded white clover leaves of the same age
was characterized by the net uptake of CO: measured by infrared gas analy-
sis as well as by gross uptake measured by short time exposure to '*CO,.
The ratio of photosynthesis to photorespiration in vivo was compared with the
ratio of carboxylation to oxygenation in vitro at different temperatures and
CO2 concentrations, These ratios were in agreement at 25°C and at 30 Pa
p(CO3:) but they differed at low temperatures at which the ratio of photosyn-
thesis to photorespiration exceeded the ratio of carboxylation to oxygenation.
At low temperatures, the results showed discrepancies between the kinetics of
RuBPCO as characterized by the specificity factor in vitro and gas exchange
in intact leaves which was characterized by the specificity factor in vivo.
These specificity factors in vive were 123, 98 and 69 at 10°C, 20°C and
30°C, respectively. The specificity factor in vitro was about 78 for the lat-
ter mentioned range of temperature. The discrepancies between the kinetics
of RuBPCO and the gas exchange increased when CO2: partial pressure was
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decreased. On the other hand, a decrease was found when the CO, partial
pressure of ambient air was increased.

This comparison between enzyme kinetics and gas exchange is based on the
fact that the ratio of carboxylation to oxygenation of RuBPCO can not be
changed and is the same in vitro as in vivoe. Consequentely, the measured
discrepancy between the specificity factors in vitro and in vivo was due to an
underestimation of the CO: concentration in the chloroplasts. By means of a
model of photosynthesis (Miichler et al., 1985), the discrepancies between
kinetics of RuBPCO and gas exchange were verified as being due to & CO,.
concentrating mechanism which raised the CO,; concentration in the chloro-
plasts at low temperature and low CO,; partial pressure.

In algae, a decrease In CO; concentration raises the efficiency of the
postulated CO; concentrating mechanism. Similary, leaves of white clover
plants grown at low COa partial pressure (20 Pa) showed a higher specificity
factor in vivo than leaves grown at 100 Pa p(CO;). Obviously, a CO: con-
centrating mechanism similar to that which has been found in aquatic plants
must have affected the CO; concentration in white clover leaves at low tempe-
ratures.
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