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The seven chlorophyll-protein complexes CPla, CPI, LHCP,, LHCP,, CPa, LHCP; and
LHCPy; known in part also from the chloroplasts of higher plants were isolated from Chlorella
fusca. They were characterized by their molecular weight, their absorption maxima and their
ratio of chlorophyll a/chlorophyll b. The composition of the chloropyhll-protein complexes
changes during the cell cycle of Chlorella fusca. The ratio of LHCP/CPI decreases at the
beginning of the light period and the ratio LHCP/CPa after the 2nd hour of the light period.
Both quotients increase at the Sth hour of the light period, have a maximum at the 8th hour of
the light period and decrease afterwards during the second part of the cell cycle. These altera-
tions are no reflections of chlorophyll-accumulation, but cause modifications in the organization
of the thylakoids and influence the photosynthetic efficiency of Chlorella fusca. The size of the
PSI- and PSII-units during the cell cycle was estimated by these changes of the LHCP/CPI- and
LHCP/CPa-ratios. In addition evidence is given that the assembly of LHCP, and LHCP, is no

simple association of the monomeric forms of LHCP; or LHCPy;.

Auf molekularer Ebene sind die meisten Kompo-
nenten des Photosyntheseapparates identifiziert und
in den Thylakoiden lokalisiert worden [1]. Von
diesen sind die fiir eine optimale Lichtabsorption
notwendigen Chlorophyll-Protein Komplexe von
besonderem Interesse. Funktionell bilden sie ,,photo-
synthetic units”, die jeweils als Reaktionszentrum
ein (oder zwei) Chlorophyll a-Molekiile enthalten
[2, 3]. Weniger als 1% der gesamten Chlorophyll-
Protein Komplexe werden den Reaktionszentren
zugerechnet. Der weitaus grof8ere Teil der Chloro-
phyll-Protein Komplexe hat die Funktion, Licht-
energie zu absorbieren und den Reaktionszentren
zuzufithren. Diese Rolle wird hauptsachlich von
dem Light-Harvesting Chlorophyll a/b-Komplex
(LHCP) [4, 5] iibernommen, auf den in den Chloro-
plasten der Hoheren Pflanzen 40—60% des gesamten
Chlorophylls entfallen [6] und dem das Stacking der
Thylakoide im Granabereich zugeschrieben wird
[7]. Weitere Chlorophyll-Protein Komplexe sind
CPIa, CPI, LHCP,, LHCP, und CPa [8, 9]. Nach
Untersuchungen an Mutanten [10] sowie aufgrund
der Zusammensetzung isolierter PSI- bzw. PSII-
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Partikel [11—-16] werden dem PSI die Chlorophyll-
Protein Komplexe CPIa und CPI und dem PSII CPa,
LHCP,, LHCP; und LHCP zugeordnet.

In den Chloroplasten Hoherer Pflanzen ist der
Gehalt der Thylakoide an den einzelnen Chloro-
phyll-Protein Komplexen flexibel und wird den
jeweiligen physiologischen Bedingungen angepaf3t
[17, 18]. Wenig ist jedoch bislang dariiber bekannt,
wie und ob sich die Relationen zwischen den Chlo-
rophyll-Protein  Komplexen unabhdngig von ex-
ternen Faktoren im Lebenszyklus einer Alge ver-
andern. Untersuchungen an Synchronkulturen von
Euglena gracilis [19] und von Cyanophora paradoxa
[20] sind nur bedingt mit den Verhiltnissen in den
Chloroplasten Hoherer Pflanzen vergleichbar, da in
diesen Organismen das LHCP keine Polymere
LHCP, und LHCP, bildet bzw. das LHCP voll-
standig fehlt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es
daher, aus den stadienspezifischen Veranderungen
des Thylakoidaufbaus wahrend des Zellzyklus von
Chlorella fusca, die alle bekannten Chlorophyll
Komplexe enthilt, auf die stadienspezifischen Syn-
thesezeiten von CPI, CPa und LHCP zu schlieen,
die GroBe der ,,photosynthetic units* abzuschdtzen
und in Beziehung zu setzen mit der photosynthe-
tischen Effizienz.
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Material und Methoden

Chlorella fusca (Stamm 211-8b, Sammlung von
Algenkulturen, Pflanzenphysiologisches Institut der
Universitdt Gottingen) wurde autotroph mit einem
Licht-Dunkel-Wechsel von 14 Std. Licht und 10 Std.
Dunkel und Verdiinnung der Kulturen am Ende der
Dunkelheit synchronisiert [21].

Die photosynthetische Sauerstoffproduktion der
Chlorellen wurde polarographisch mit Hilfe einer
Clark-Elektrode bestimmt. Zur Analyse der Thyla-
koidproteine wurden die Chlorellen in ,,Aufbruch-
medium* (1% Ficoll, 12 uM Polyvinylsulfat, 150 mm
Saccharose, 150 mm Sorbit, 15 mm NaCl, 5 mm -
Mercaptodthanol, 5SmMm Hepes-NaOH, pH = 6,8)
suspendiert, mit geniigend Glaskugeln (0,45
0,50 mm &) vermischt und 20 min in der Vibrogen-
Zellmiihle Vi2 (Biihler) aufgebrochen. Aus dem
Zellhomogenat wurden die Thylakoide isoliert und
durch Behandlung mit Natriumdesoxycholat in drei
Membranfraktionen zerlegt [22]. Die Proteine des
gesamten Thylakoidsystems bzw. der drei Mem-
branfraktionen wurden gelelektrophoretisch aufge-
trennt [22]. Die Absorptionsspektren der Chloro-
phyll-Protein Komplexe wurden ohne Herausldsen
aus dem Polyacrylamidgel mit einem Shimadzu
UV Vis Zweistrahl-Spektrophotometer Modell UV-
200 aufgenommen.

Zur Isolierung und Anreicherung der monomeren
Form des LHCP wurde die Hydroxylapatit-Chro-
matographie nach Bennet [23] angewandt. Der
Chlorophyll-Gehalt wurde nach der Methode von
McKinney [24] bestimmt.

Ergebnisse

Abb. 1 zeigt das typische Verteilungsmuster der
Chlorophyll-Protein Komplexe von Chlorella fusca
nach der SDS-PAGE bei 4 °C. Die sieben Chloro-
phyll-Protein Komplexe mit unterschiedlichen ap-
parenten Molekulargewichten (Tab. I) sind nach [8]
benannt, wobei im Gegensatz zu Hoheren Pflanzen
[8. 25] die monomere Form des LHCP in zwei
Komponenten LHCP; und LHCPy; aufspaltet. Wih-
rend CPI und CPa nur Chlorophyll a enthalten,
weisen LHCP,, LHCP,, LHCP;, LHCPy und CPIa
zusitzlich unterschiedliche Anteile an Chlorophyll b
auf (Tab. I). Im Gegensatz zum identischen Absorp-
tionsmaximum von 676 nm von LHCP; und LHCP,
liegt das Maximum von LHCP; bei 670 nm und das
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Abb. 1. Generelles Verteilungsmuster der Chlorophyll-
Protein Komplexe von Chlorella fusca nach SDS-PAGE.

Tab. I. Apparentes Molekulargewicht und Chlorophyllzu-
sammensetzung der aus Thylakoiden von Chlorella fusca
durch SDS-PAGE isolierten Chlorophyll-Protein Kom-
plexe.

Chlorophyll- Apparentes Verhéltnis von
Protein Molekulargewicht Chlorophyll a zu
Komplex (kDa) Chlorophyll 5
CPla 150 9.0

CPI 110 nur Chlorophyll a
LHCP, 60 1.4

LHCP, 48 1.7

CPa 34 nur Chlorophyll a
LHCP, 30 1.0

LHCPy 27 1.2

Tab. II. Verteilung der Chlorophyll-Protein Komplexe von
Chlorella fusca auf die durch Behandlung mit 0,1% bzw.
0,75% Natriumdesoxycholat aus isolierten Thylakoiden ge-
wonnene 1., 2. und 3. Membranfraktion [22]. — = nicht vor-
handen, + = vorhanden.

Chlorophyll-Protein Membran-Fraktion

Komplex

1. 2: 3
CPla - + ++
CPI - + ++
LHCP, = e +
LHCP, - + +
CPa = + +
LHCP, - ++ +++
LHCPy, - ++ +++
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von LHCPy; bei 682 nm (Abb. 2). AuBBerdem zeigen
LHCP, und LHCP, im Bereich zwischen 500 und
450 nm ein géinzlich anderes Absorptionsverhalten
als LHCP] und LHCPH .

Die aufeinanderfolgende Behandlung der Thyla-
koide von Chlorella fusca mit 0,1% bzw. 0,75%
Natriumdesoxycholat [22] erbringt fiir alle sieben
Chlorophyll-Protein Komplexe den auch an Euglena
[22] und Chlamydobotrys [26] nachgewiesenen ,,in-
trinsic**-Charakter [27] dieser Membranproteine
(Tab. II). Da die 1. Membranfraktion, die nach Be-
handlung der Thylakoide mit 0,1-prozentigem Na-
triumdesoxycholat als Supernatant vorliegt, keiner-
lei Chlorophyll-Protein Komplexe enthilt, wurde in
den weiteren Untersuchungen nur noch von der 2.
und 3. Membranfraktion ausgegangen. Durch diese
vorherige AblGsung von nicht-pigmentierten ,,ex-
trinsic**-Proteinen aus dem Thylakoidsystem wurde
auBerdem bei der anschlieBenden gelelektrophore-
tischen Auftrennung die mogliche Uberlagerung der
Chlorophyll-Protein Komplexe durch nicht zum
Komplex gehorende Proteine vermieden.

Das quantitative Verteilungsmuster der Chloro-
phyll-Protein Komplexe von Chlorella fusca erfahrt
wihrend des Zellzyklus gro3e Verdnderungen. Dies
trifft insbesondere fiir die Verhdltnisse LHCP/CPI
und LHCP/CPa zu (Abb. 3). Der Quotient LHCP/
CPI sinkt mit Beginn der Lichtperiode und der
Quotient LHCP/CPa nach der 2. Stunde der Licht-
periode ab. Beide Quotienten weisen einen steilen
Anstieg zur 6. Stunde und ein Maximum zur
8. Stunde der Lichtperiode auf. Danach sinken sie
mehr oder weniger kontinuierlich wahrend der rest-
lichen Lichtperiode und der gesamten Dunkel-
periode ab. Wird in Betracht gezogen, daB3 die
Chlorophyllsynthese in Chlorella fusca strikt licht-
abhidngig ist (Abb. 4), so kann aus der Veridnderung
der Quotienten LHCP/CPI und LHCP/CPa auf den
Assemblierungsbeginn des CPI zu Lichtbeginn, des
CPa zur 2. Stunde der Lichtperiode und des LHCP
zur 5. Stunde der Lichtperiode geschlossen werden.
Die Assemblierung von CPa und CPI muf} bis ans
Ende der Lichtperiode anhalten, da die Quotienten-
werte nach der 8. Stunde weiterhin absinken. Dem-
nach findet die Assemblierung des LHCP zwischen
der 5. und 10. Stunde der Lichtperiode statt. Da-
gegen ist das weitere Absinken der Quotientenwerte
wihrend der Dunkelperiode auf eine hohere turn-
over-Rate des LHCP im Vergleich zu CPI oder CPa
zuriickzufithren. In der Dunkelzeit sind weitere

117

ABSORPTION

67 662 488 | 682|656 485|451
460 670 275
WELLENLANGE [nm]

Abb. 2. Absorptionsspektren der durch SDS-PAGE iso-
lierten Chlorophyll-Protein Komplexe aus den Thylakoi-
den von Chlorella fusca.
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Abb. 3. Anderung der Verhiltnisse LHCP/CPI (-o—o0-)
und LHCP/CPa (—-e——e-) einer Synchronkultur von
Chlorella fusca wahrend des Zellzyklus.
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Abb. 4. Anderung von Chlorophyligehalt/ml (m—am),
photosynthetischer Sauerstoffproduktion (-o——2-) und

Zellzahl/ml (-—-) einer Synchronkultur von Chlorella
fusca wahrend der Zellzyklus.

Assemblierungsvorgidnge von Chlorophyll-Protein
Komplexen wegen der fehlenden Chlorophyllsyn-
these (Abb. 4) auszuschlieBen. Die wahrend der
Lichtperiode zeitlich gestaffelt einsetzenden Assem-
blierungsvorgdnge haben notwendigerweise auch
eine Umorganisation des Thylakoidsystems in den
Chlorella-Chloroplasten zur Folge. Diese driickt sich
in der Anderung der photosynthetischen Effizienz,
gemessen als photosynthetische Sauerstoffproduk-
tion (Abb. 4), aus.

Das quantitative Verhéltnis zwischen den mono-
meren und den polymeren Formen des LHCP an-
dert sich wiahrend des gesamten Zyklus nicht, d.h.
die polymeren Formen werden ebenfalls in der Zeit
von der 5. bis zur 10. Stunde der Lichtperiode ge-
bildet. Funktionell wird den polymeren Formen des
LHCP eine hohere photosynthetische Kapazitit zu-
geschrieben [32], wihrend ihre Entstehungsweise
noch umstritten ist [25]. Thre nahere Charakteri-
sierung liefert einen Beitrag zu diesen speziellen
Assemblierungsvorgidngen. Gegeniiber Triton X-100
zeigen die beiden Polymere LHCP;, und LHCP,
und die beiden Monomere LHCP; und LHCPy; eine
unterschiedliche Labilitdt (Abb. 5). LHCP; zeigt die
grofite Resistenz und LHCP, die groBte Labilitat
gegeniiber diesem Detergenz. Dies deutet auf eine
unterschiedliche Komplexzusammensetzung hin.
Zur Kliarung dieser Frage wurden die beiden mono-
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Abb. 5. Prozentuale Chlorophyllverteilung auf LHCP,
(-0—o0-), LHCP, (-e—e-), LHCP; (-m—=m-) und
LHCP; (-o——0o-) nach Triton X-100-Zusatz verschie-
dener Konzentration wiahrend der SDS-PAGE.
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Abb. 6. Proteinspektren des Uberstandes unter nativen
Bedingungen (a) sowie des absorbierten LHCP unter
nativen (b) bzw. unter denaturierenden Bedingungen (c),
die nach Chromatographie an Hydroxylapatit [23] aus dem
Zellhomogenat von Chlorella fusca gewonnen wurden.
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Abb. 7. Reelektrophorese von zuvor isoliertem und dena-
turiertem LHCP, (c) bzw. LHCP, (e) im Vergleich zum
Muster der nativen Chlorophyll-Protein Komplexe LHCP,
(b) und LHCP; (d) und der Proteine der nach Bennett [23]
isolierten, denaturierten LHCP-Monomere (a) aus den
Thylakoiden von Chlorella fusca.

meren Formen des LHCP chromatographisch durch
Bindung an Hydroxylapatit [23] aus dem Zellhomo-
genat von Chlorella isoliert und angereichert. Im
nativen Zustand ergab diese Fraktion nach SDS-
PAGE die bekannte griine Doppelbande von 30
bzw. 27 kDa der beiden LHCP-Monomeren.

Nach Denaturierung der isolierten LHCP-Mono-
mere spalten die beiden Komplexe in zwei Haupt-
proteine und mehrere, dem Molekulargewicht nach
zwischen ihnen liegenden Komponenten auf (Abb. 6).
Die Gesamtheit dieser Proteine ist etwa um 5 kDa
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gegenliber dem apparenten Molekulargewicht der
nativen Komplexe in den hoheren Molekularge-
wichtsbereich verschoben. Es treten jedoch nie
weder unter nativen noch unter denaturierenden
Bedingungen hohermolekulare Banden auf, die den
LHCP-Polymeren LHCP, oder LHCP, entsprechen
konnten. Es muB sich daher bei diesen um in vivo-
Formen des LHCP handeln, die nicht durch ein-
fache Polymerisation oder Addition der monomeren
LHCP-Formen entstehen konnen.

Dies wird durch die Proteinspektren von isolier-
tem, angereichertem LHCP, bzw. LHCP, aus
Chlorella fusca bestitigt (Abb. 7). Dazu wurden
diese beiden Chlorophyll-Protein Komplexe ausge-
schnitten, zur weiteren Reinigung einer Reelektro-
phorese unterworfen (Abb.7b und 7d) und an-
schlieBend unter denaturierenden Bedingungen er-
neut elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 7c¢ und
7e). In beiden Fillen lassen sich nur die zwei pra-
sumptiven Apoproteine der LHCP-Monomere so-
wie mindestens vier hdhermolekulare Proteine
nachweisen. Es fehlen jedoch stets die weiteren vier
bis fiinf zu den LHCP-Monomer-Komplexen geho-
renden Polypeptide (Abb. 7 a).

Diskussion

Die Differenzierung des Photosyntheseapparates
von Chlorella fusca ist in einen Proze stadienspezi-
fisch aufeinanderfolgender Schritte gegliedert. Zu
Beginn der Lichtzeit setzt die Assemblierung von
CPI ein, an die sich die von CPa und LHCP an-
schlieBt. Offensichtlich dauert die CPI- und die
CPa-Assemblierung bis zum Ende der Lichtzeit der
Synchronkultur an. Die aus den Mengenrelationen
der Chlorophyll-Protein Komplexe abgeleitete zeit-
liche Synthese- und Assemblierungsabfolge in Chlo-
rella-Chloroplasten wird durch Einbauversuche mit
Leucin [28] bestitigt, die ab der 3. Stunde nach
Lichtbeginn eine CPI-Assemblierung und ab der
4. Stunde nach Lichtbeginn eine LHCP-Assemblie-
rung nachweisen. Insgesamt entspricht die Differen-
zierungsabfolge in Chlorella-Chloroplasten den be-
kannten analogen Vorgingen im Zellzyklus von
Euglena gracilis [19] und Cyanophora paradoxa [20]
sowie dem Ergriinen Hoherer Pflanzen, wie z B.
Hordeum [29, 30]. Moglicherweise handelt es sich
daher um einen konservativen Regelmechanismus
zwischen PSI- und PSII-Differenzierung.
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Das Muster der Chlorophyll-Protein Komplexe in
Chlorella-Chloroplasten gleicht dem der Chloro-
plasten Hoherer Pflanzen [8, 25, 31]. Interessanter-
weise bleibt die Relation zwischen den Monomeren
und den Polymeren des LHCP in Chlorella fusca
konstant. Dies Phdnomen ist auf fast gleichblei-
bende effektive Lichtintensitdt trotz Substanzzu-
wachs der Synchronkultur wahrend der Lichtzeit
zuriickzufithren. Die Abhidngigkeit der Relation
Monomere LHCP: Polymere LHCP von der Licht-
intensitait wurde fir Pisum-Chloroplasten bereits
nachgewiesen [17]. Dariiber hinaus kann die Poly-
merbildung des LHCP in Chlorella-Chloroplasten
keine einfache Assemblierung von Monomeren sein,
wie dies flr Scenedesmus gefordert wird [32], son-
dern setzt die gleichzeitige Synthese oder das Vor-
handensein eines spezifischen Polypeptid-Ensem-
bles voraus.

Die stadienspezifische Chloroplastendifferenzie-
rung von Chlorella fusca spiegelt sich in der stadien-
spezifischen Verdnderung der photosynthetischen
Effizienz wider. Die Verdnderung der photosynthe-
tischen Sauerstoffproduktion in Chlorella fusca steht
nicht in Zusammenhang mit der Chlorophyllanrei-
cherung in den Chloroplasten wiahrend der Lichtzeit
des Synchronzyklus, sondern ist offenbar Ausdruck
der verdnderten Organisationsform im Thylakoid-
system. In fritheren Untersuchungen wurde bereits
aufgrund des gegenldufigen Verhaltens des Quo-
tienten PSI-/PSII-Aktivitit und des Quotienten
Fluoreszenz von PSI/Fluoreszenz von PSII auf teil-
weise photosynthetisch inaktives Chlorophyll zu
bestimmten Entwicklungsstadien von Chlorella fusca
geschlossen [33] und die Anderung der photosynthe-
tischen Leistung hauptsdchlich der sich dndernden
PSI-Aktivitat zugeschrieben [34].
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