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Abstralt

Wir wolllen beobachten, ob die Chlorophyllabnahme von Chlorella luteoviridis (211/2h)
bei Glukose-Zugabe durch Stickstoffmangel hervorgerufen worden ist, wie viele Leute bel
Mineralsalzmangel (Aach (1952, Fogg 1956 Eyster et al (1958), oder Photooxydationschlo-
rose (Kandler 1958) vermuteten. Chlorella luteoviridis hildete nicht Chlorophyll bei Glukos-
ezugabe wie bei Autotrophkultur, obwohl Stickstoffsynthese als Autotrophkultur stark
gefordert worden ist. Bei Nitratanzucht mit Glukose (Mixotroph) waren die Zellvermehrung
und Kohlenhydrathildung nicht so stark wie bei der Glukoseansucht mit NHACI, trotzdem
nahm Chlorophyll ab. Chlorella luteoviridis hildete Chlorophyll im Dunkeln und Stirkeaklu-

mulation erschien micht bei Glukoseanzucht.
Material und Methoden

1. Algenanzucht. Die Versuche wurden mit Chlorella luteovirdis (211/2b) der ‘Algensammlung des Pdanzenphys-
iologischen Instituts der Universitit Gottingen, durchgefiibrt. Als Stammkulturen dienten auf Schrigagar bei
Zimmertemperatur und Tageslicht steril angezogene Chlorellen. Sie wurde in der von Kuhl (1962) anpegebenen
mineralischen Nihrldsung kultiviert; doch wurde die Konzentration des Phosphats wm 50% crhoht. Zur Anzucht, die im
Dauerlicht erfolgte, diente der bei Lorenzen (1950) beschriebene Lichtthermostat. Siec wurde mit eine CO, Luftgemisch

(2% Vol. CO,) begast.
Bei Beleuchtungsstiirke wurde durch Veriinderung des Abstandes zwischen Lichiquelle (Leuchtstoffrdhven, 3 Philips

TL 40W 1/82, 2 Philips 40 W 1/55). Fir alle Versuche wurden 5000—6000 Lux gewshlt, Die Temperatur betrug
25°C. Als Impfmaterial diente in der Regel eine gut wachsene Flissigkeitsvorkultur, dic alle 3—4 Wochen neu, steril
von den Stammkulturen angesetzt wurde.

2. Bestimmungsmethoden-Zur Trockengewichtsbestimmung verwendeten wir Aluminimutiegel. Diz  Algenproben
wurden durch Zentrifugieren von der Nahrlosung befrcit, einmal mit Aqua bidest. gewaschen, in die Aluminiumtiegel
wefiillt und 7 Std bei 105°C getrocknet.

Der Gehalt an Gesamtkohlenhydrat wurde photometrisch mit der Anthron-Methode nach Roe (1955) bestimmt.

Zur Ermitilung des Gesamistickstoffs verwendeten wir die Kjeldahl-Methode.

Zur Chlorophylibestimmung wurde 10 ml Algensuspension zur Entfernung des Wassers zentrifugiert und zur
Extraktion mit Methanol (90%) in der mit Glassperlen (0,45—0, 50mm¢) zu zwei Drittel gefllten Zertriimmerungs-
flasche aufgenommen, und 2 Minuten lang zertrlimmert, wm vollstindige Chlorophyllextraktion zu bekommen. Die
absolutmenge des Gesamtchlorophylls wurde nach Mackinney (1941) mit folgenden, modifizierten Konstanten berechnet:

mg Chlorophyll/ml=Ees 2,55 + 10>+Eges = 0,40 « 1072

Zur Stirkebestimmung erfolgten wir nach Wolf (1964).

Versuchsteil

1. Wachstum bei Auiotroph:
Chlorella Iuteoviridis (211,115) wichst autotroph mit KNOs, NH,CI oder 0.104 Heicexirakt als Stickstoffquelle,
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Vermehrung und Kohlenhydratbildung ruft Chloroplesten-Stickst-
Ioﬁ . % Ghkese ' offmangel hervor, damit ist Chlorophyllbildung gehemmt, weil am
ol * 9,10, und 12, Tage Stickstoff hei KNOs stark zunimmt. Stickstbf
T N _ 3§ nimmt bei KNOjsAnzucht von 48] auf 122 bei NH,Cl von 62
_I:j 'f'“ - m-.x._.:___\_x;(m" ' 2§ auf 92 withrend: dieser- Zeit (8. 9. Tage) .- Das :Chlorophyll
“ & ) / p . = .nimmi aber etwas ab, oder bleibt es fast gleich, Dieser vermehrte
4 : - . - Sf’a"'f"’-m’ ) Stickstoff bildet nur Zellmaterial, und am 12 Tag bleibt der
2 ¥ * . Stickstoff gleich Chlorophyll nimmt weiter ab, das Trockengewicht
’ 8 s 10 Tage . nimmt weiter zu. Man kann vermuten, daB am 12 .Tag der
Abb. 2a, Geamt-N und Chlorophyllshalt von  Stillstand erreicht ist. Nach der Glukosezugabe ist Chlorella late-
1% Glakosczugabe bel Ammoniumsalz. Bis 7 oviridis einerscits ins Dunkel gestell: worden,  um zu untersuch-
g:gell;n%?iztszopsls;;?f ?ge;;:;i ai:n;u;g;:i en, ob es zwischen Licht und Dunkeln einen Un-terscl-\ied gibt.
Dunkelversnchen. Gesamt-N im Licht(3) und Die Zellve mehrung ist im Dunkeln langsamer als im Licht, etwa
Dunkel(3X), Chlorophyll im Licht und Dunkel  ein. Drittel (Abb. ), Die KHO-Bildung ist auch weniger im
(@, als Kontrolle Chlorophyll(O) und Gesa-  Dunkeln als im Licht, etwa ein Drittel. Das bedeutet, daB das
mt-N(_A_)_' bei Autotrophanzucht Licht die Oxidationsphosphorylierung fordert oder die Lichtphos- .
'"““! phorylierung zusitzlich wirkt. Der Stickstoff nimmt allmahrlich
i zu, aber weniger als die Lichtkultur, und die Chlorophyilhildung |
lah 1% Clakoss . 4 ist wie im Licht ab CAbh. 2a.). Hier bedeutet auch, daB das’
4 l - . Licht igher die Chlorophyllabnalme Keine Beziehung hat.
5 Itré L pdmc. ? _Eg_ 3. Mixotrophanzucht: _
z 8 3 22 Wenn Glukose auf dié Chlorophyll bildung Keinen Einflug
g i' (HontRe, :M ) . hat, miiBte Chl. lut. bei Mixotrophanzucht Chlorophyll bliden.
2 — ) Deswegen haben wir Chl lut. von anfang mit 1% Glukose
) 9 10 i1 12" Tage kultiviert. Aber wie Abb. 4 zeight, unterdriickt die Mixotrophan-
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aber schlecht, Gibt man augser KNO; oder NHCl noch 0,1% Hefeextrakt dazu, so wird das Wachstum gefordert
(Abb. 1). -
Chlorclla luteoviridis bendtigt eine lange Lag-Phase, und sie bildet Chlorophyll jenach der Stickstofmenge CAbb. 1.
2. Aautotroph zum Mixotrophanzuchi:

15 Chlorella luteoviridis wurde 7, Tage lang autotroph angezogen
14r «NH: +Hafe und erhielt dann Glukose. Zellvermehrung, Chlorophyllbildung

+ :; / C e und wachstum unter diesen Bedingungen werden im Folgenden
E 5 S dargestellt, Zellvermehrung und Kohlenhydrathildung sind hher
f &l / /NH.‘ als Autotrophanzucht in allen Fdllen. Bei 0,19 Hefeextrakt als
;; P / e einziger Stickstoffquelle ist das Wachstum fast gleich bei

| =" . Autotrophanzucht und 1% Glukosezugabe. Aber dic Chlorophyll

7 9 1 5 Tage

Abb. 1 Chlorela luteoviridis (211/2h)Zunahme

des Gesami-Stickstoff pro mi Zellsuspe nsion
von Ammeniumsalz mit 0,19
oder Ammoniumsalz als Stickstoff (N) Quelle.

PADb. 2b. Stickstoff und Chlorophyll bei Zugabe

von Glukaose und Kontrolle bei Autotrophanz-
ucht. Bis & Tage lang autotroph angezogen.
Ergebnis: Glukose, )

Hefeextralk * -

Bildung ist gehemmt bei 196 Glukosezugabe. Bei KNO; und NH,C1
wurde in der Glukosegabeanzucht das Wachstum stark gefordert
(Abb. 2a). Aber die Chlorophyllbildung ist nicht proportional,.
sondern gehémmt, Bei der Autotrophanzucht bildet sich Chlorophyll

. sehr stark trotz der geringen Stickstoffzunahme, (Abb. 2a). Starke

zucht die Chlorophyllbildung stark bei allen Stickstoffbedingungen.
Die Mixotrophanzucht braucht eine lingere Lag-Phase' als die
Autotrophanzucht. Bei Mixotrophanzucht durch rasche Zellverme-

hrung Chloroplastmultiplikation nicht proportional ist, - ist aber
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dennoch bei Chl. Iut. nicht der Fall. Bei KNOj Anzucht ist die
Zellvermehrung nicht so schnell elwa ein hilfte, (rotzdem ist
dei Chlorophyllbildung gehemmt, wie (Abb. 5) zeigt. Wenn man
mit der Autotrophanzucht vergleicht, sind beide Anzuchten am
Tag Bezug auf Trockengewicht, Kohlenhydrat Stickstoff zunahme
fast gleich, aber die Chlorophylibildung ist bei der Mixotrophanz-
ucht 1/6. von Autotrophanzucht, Bei NH,C] ist die Zellvermehrung
aroBer als bet KNOy-Anzucht. Sonst sind alle Vorgiinge gleich.
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4. Heterotrophanzucht:
Weiterhin wollten wir beobachten, ob ChL lut. he

wachsen lann. Sie wichst sehr langsam und brauch
lange Lag-Phase. Chl Jut.

Abb. 3. Zunahme des Trockengowichts von
Nitrat im Licht(3x) und Dunkel(@) coder als
Kontrolle(Q) bei Autotrophanzucht. Bis Tage
lang autotroph angezogen. Ergebnis 1% Glu-
kose sowohl bei Licht als auch bei Duk-

terotroph gut

te eine sehr

clversuchen.
2mg
- o5l
107 mi
14 5 =4
=z 2
=3 x
- 38 g3
e 12 Ed H
et 3
%0 ChL{Aut) = %,
- N{Mix) |2 =
- 8 Mixes,
€ N{Aut) . 1 Autot,
4 hl(Mix)
2 _’.—‘—/c F) 10 1 B Toge
B 9 10 1 iz Tage 8
Abb. 4 Zunahme des Chlorophylls und Stickstoffs Abb. 3 Vergleich von Zunahme des Trockeng
von Autotroph und Mixotrophanzucht bei Nitrat ewichts im Mixotroph und Autotroph bei

als N-Quelle.

bildet nicht so viel KOH, aber bildet Chloraphyll
5. Na-Acetat

Nitrat als N-Quelle.

allmihrlich im Dunkeln.

Wir wollten beobachten, ob Chl. lut. statt Glukose als C-Quelle Na-Acetat (0.5%) eaninimmt codcr nicht. Sie

nahmen Na-Acetat auf. Der Unterschied zwischen

Glukose und Na-Acetatzugabe bestand darin, dsS es weniger

Kohlenhydratbildung und Zecllvermehrung bei Na-Acetat gibt als bei Glukosezugabe, nimlich ctwa ein halh (Abb. 6).

Aber die Chlorophyll is tgehemmt, wenn man sie mit Autotrophanzucht vergleicht CALDb. 7), obwohl die Stickstoffsynt-
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Abb. 6. Zunahme des Gesamt-Kohlenhydrats
bei 0.5% Na-Acetat zugabe. Bis 8. Tage
lang autotroph angezogen und dann ergah
sich 0.59% Na-Acetat sowohl bei Licht als
auch bei Dunkelversuchen.

hese stdrker als bel der Autotrophanzucht ist. Sonst sind andere
Vorgéinge ahnlich wie bel der 1% Glukoseanzucht. Wenn man
sle mit Na-Acetatzugabe gleichzeitiz ins Dunkel stelt, bleiben die
Algen bis zum nichsten Tag fast gleich, aber am i(. wnd 11.
Tag nimmt das Wachstum ab und fingt danach allmihrlich
wieder an zu waschsen. Diese Abnehmende Zei: bedeulet
Adaptationszelz. Sie konnten viclleicht mit Na-Acetat im Dunkeln
wie Glukosezugabe sofort nicht adaplieren. Die Chlorophylibildung
ist auch gehemmt worden und in der spiteren Zeit ist elwas
Chlorophyll gebildet worden. Aber mit der Antctrophanzucht

ergleicht, ist es stark gehemmt worden.

Mixotrophanzucht mit Na-Anzucht:
Von Anfang an wurden die Algen mit Na-Acetat wachsen
glassen. Wie wir oben erwihnt haben, bildeten sie nicht viel

Kohlenhydrat und Zellvermechrung (Ahb. 8a), ungefihr die
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o OSTeNa-Acerst . Hilfte von der Glukoseanzucht. Die Chlorophylibiidung ist stark
il 1ot verzbgert (Abb. 8b).
2 3 o 7. Starkegehalt:
o KontAub o)) g Wir wolltenbeobachten, ob Stirkebildung in Chloroplasten auf
Z Kont.Aut. LN 2 :i die Chlorophyllbildung EinfluB hat oder nicht. Der Satz des
. '———-:f_(_cbl;):.;:-;::: 3"{&, y  Stirke-gehalts vom Gesamtkohlenhydrat ist von Autotrophanzucht
: - zum Glukosezugabe, von 60% zu 60% gleich und nimmt jeden Tag
8 9 10 1l M Taoge ab CAbb. 9). Also hat die Chlorophyllahnahme keinz Bezichung
Abb. 7. Stickstoff und Chlorophyll im Licht zu der Stirke.
und Dunkeln von 0.5% Na-Acetat Zugabe - Diskkution
bei Ammoniumsalz als N-Quelle. Chlorella luteoviridis(211. 2b) bildet im 'Dunkeln sifmihelich
Chlorophyll und sie braucht eine lange Lag-Phase als im Licht.
e my Bei Mixotrophanzucht ist die Stickstoffzunahme doppelt so hoch
s ~ " wie bei der Autotroph, aber dic Chlorophyllbildung ist stark
% g:: [ 3 g verzdgert. Bei der Glukoseanzucht von KON; als Stickstoffquelle
% 04 2 = sind Zellvermehrung und KHO-Bildung nicht so siark, trotzdem
* 03 L ‘:_' ist die Chlorophyllsyrithese gehemmt worden. Brawaman and
‘;‘T -.._.,?2&‘:{';,“, 1% Chargaff C1960)' erwihnte bei Heat-Chlorose agar-kultur von
- 5 lo T rrr Buglena grac., daB Chlorophy?labnahme auf schne‘l_le Zellver-
mehrung zuriickzufithren ist, weil Chloroplast-selbst-Reprodulstion
Abb.ga. Zunahme des Kohlenhydrats und nicht proportional ist. Aber hei uns ist es nicht der Fall, wie
Trockengewichts von Mixotroph mit Na- wir oben erwihnt haben, Also Clukose hat den Einfluf zul die
Acetat bei Ammoniunsalz als N-Quelle. Chlorophyllabnahme.
1% Clukose
. OR % L
1o 14 ° : {4
g 10| .
w 2 EaN*, ‘g &0 - N 3 g
g Ic;' Sl(\l.M(ﬁ?)n'.Aut) I, é; é :g 8 ) L}\ 1s ;_i
o €l N (Kont. Aui.) = a:: 10 . c
M1 - ChLMix ! % 20} /MK?S !
8 9 T a 2 Toge 8 5 16 ] 2 5 Tage
Abb. 8b. Zunahme des Chlorophylls und Sticktsoffs Abb. 9. Abnahme der Stirke in Prozent vor Gesami-
in der Mixotrophanzucht von 0.5% Na-Acetat bei Kohlenhydrat und Zunahme des Kohlenkydrat bei
Ammoniumsalz als N-Quelle. Ammoniumsalz als N-Quelle,
Zusammenfassung

1. Bei Anzucht von Chl lLiut. im Glukosemedium wird dic Stickstoffsynthese gefordert, aber Chlorophyiihildung
ist nicht proportional.

2. Bej Nitratanzucht mit Glukose (Mixotroph) sind Dic Zellvermchrung und KOH-Bildung nicht sehr stark wie bel
der Glukoseanzucht mit NH,C, trotzdem nimmt Chlorophyll ab.

i =

Chlorella luteoviridis 8] Glukose-Chlorose ¢ #3] 4
1. ChL lut.9) Glukose w <kell §lo}4] Stickstoff-Synthose®] #ine] =z} Chlorophyll =)ol FiR=]A] okl Aolwl
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2. Mixotroph W F(N-Fe 2 KNODe A filassiel = Bk/bsilie] NHCI Sl Mixotroph Woel s1o14 5
Z7t=17] eksk ot Chlorophyll & Midesiege}.
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