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4. DISKUSSION

Intakte Zellen vorEuglena gracilisreagieren auf Belichtung mit unterschiedlichen Lichtin-
tensitaten mit der Léschung der Chlorophyll a-Fluoreszenz wie dieses fir hohere Pflanzen be-
schrieben ist. Jedoch scheinen im Vergleich zu Grinalgen und hoheren Pflanzen nach unseren
Erkenntnissen andere Prozesse basierend auf einem abweichenden Antennenaufbau in diese Re
gulationsmechanismen involviert.

Pigmentstatus vonEuglena gracilis

Die HPLC-Analyse ergab, daf} #Buglena gracilisDiadinoxanthin, 3-Carotin und Neo-
xanthin die mengenmaliig wichtigsten Carotinoide sind. Daneben konnten noch Diatoxanthin,
Echinenon, Canthaxanthin und R-Cryptoxanthin anhand ihrer spektralen Eigenschaften und Co-
Chromatographie mit Standardsubstanzen identifiziert werden. Dieses Ergebnis steht in Uberein-
stimmung mit Daten von KINSKY et al.(1964); HAGER UND STRANSKY (1970); QNNINGHAM
UND SCHIFF (1986a) sowie BZJRNLAND et al.(1987). Letztere konnten neben den genannten
Pigmenten auch Alloxanthin-Diester und Pectenolon nachweisen. Angaben zum quantitativen
Gehalt dieser Pigmente variieren bei den einzelnen Autoren, was sich auf unterschiedliche An-
zuchtbedingungen zurtckfuhren IaBUMSINGHAM UND SCHIFF, 1986a).

Damit weichtEuglena gracilisvon der fur Grunalgen und hdhere Pflanzen beschriebenen
Pigmentausstattung stark ab und gleicht, mit dem Vorkommen von Diadinoxanthin und Diato-
xanthin, eher der fur Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xanthophyceae und Dinophyceae be-
schriebenen Pigmentausstattunga@dr, 1980; WLHELM et al., 1988; BIJRNLAND, 1990;
WILHELM, 1990; DEMMIG-ADAMS UND ADAMS llI, 1993). Ein weiterer Unterschied zu den Chlo-
rophyten ist das Vorhandensein einer dritten Chloroplastenmembran bei Euglenophyceae, wie
auch bei Dinophyceae, was evolutiondr die Aufnahme eines eukaryotischen Endosymbionten
wahrscheinlicher macht §OLL, 1992; GREEN UNDDURNFORD, 1996).

Neben diesen Unterschieden zu Grunalgen und hoheren Pflanzen, zeichn&egteca
gracilis im Vergleich zu diesen durch einen auffallend niedrigen Chl b-Gehalt aus.
CUNNINGHAM UND SCHIFF (1986a) machen einen niedrigeren Gehalt von Chl b innerhalb des
LHC (Chl a/b: 2,9-2,1) und das Fehlen von Chl b im CP la (PS | + LHC I) fur den niedrigen
Gehalt von Chl b der ganzen Zelle verantwortlich, wiesen aber auch auf einen in Abhéangigkeit
von den Anzuchtbedingungen veranderten Chl b-Gehalt hin. Dieser konnte mit einem verander-
ten Gehalt an LHC Il korreliert werden. Fir den LHC |l autotropher ZellerBuglena gracilis
wurde von BRANDT UND WILHELM (1990) ein a/b-Verhéltnis von 1,6-1,8 publiziereNGEet al.

(1974) fuhren das hohe Chl a/b- Verhéltnis der Euglena-Zellen auf einen geringen Gehalt an
LHC zurick.

Aufgrund der elektrophoretischen Trennung der Pigment-Proteinkomplexe und deren spek-
traler Analyse konnen wir den reduzierten Gehalt von Chl b innerhalb der Lichtsammelantenne
bestétigen. Im Vergleich zur héheren Pflanze fehlte im Absorptionsspektrum bei der oligomeren
wie auch bei der monomeren Form der LHC eine deutliche Schulter bei 652 nm, dem Rotab-
sorptionsmaximum von Chl b. Auch muf3 festgehalten werden, daf3 der oligomere LHC Il (Bande
4) im Vergleich zur héheren Pflanze ligiglena gracilisreduziert war. Zusatzliche Argumente
fur eine Verringerung des Chl b aufgrund eines reduzierten Lichtsammelapparates ergaben sich
aus den Ergebnissen der Experimente mit carotinoidverarmten Zellen. Dort korreliert der niedri-
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ge Chl b-Gehalt mit einer Erniedrigung des LHC Il, hauptsachlich der oligomeren Form. Ursa-
che fur die Verringerung des Chl b lHuglena graciliskénnte ein gegenuiber héheren Pflanzen
(KUHLBRANDT, 1994b) verandertes Bindungsverhalten von Chl b an den LHC Il sein, aber auch
auf die drastische Verringerung des oligomeren LHC Euglenagracilis im Vergleich zu ho-
heren Pflanzen (ReyFUsSS UNDTHORNBER, 1994) zurlckgefihrt werden.

Photoadaptation der AlgeEuglena gracilis

Physiologische Anpassung an Veranderungen der Lichtintensitdt oder auch der spektralen
Qualitat des Lichtes wurde fir viele Algen z.B. Dinoflagelateke@RLIN UND ALBERTE, 1978),
Diatomeen (BRLkowskl, 1985) sowie einzellige Chlorophyten ENE UND MELIS, 1986;
HARRISONet al. 1992) und Rotalgen A et al., 1995) beschrieben. Veranderungen der Quanti-
tat des Anzuchtlichtes fihren zu verandertem PigmentgehakidBet al., 1989; ELKOWSKI
UND LAROCHE, 1991).

Die Experimente zum Einflu unterschiedlicher Lichtintensitaten wahrend des Wachstums
auf physiologische Parameter sollten zum einen die Frage nach optimalen Anzuchtbedingungen
klaren, zum anderen aber auch Reaktionen der Alge hinsichtlich ihrer Pigmentausstattung beim
Wachstum unter héheren Lichtintensitaten und damit die Anpassungsfahigkeit an unterschiedli-
che Wachstumsbedingungen untersuchen. Ziel war es, Hinweise auf die photoprotektive Natur
einzelner Carotinoide zu erhalten.

Die Anzucht mit einer Lichtintensitat von 25 pmof/merwies sich als optimale Wachs-
tumsbedingung fluEuglena gracilis Dieses spiegelte sich in einer maximalen photosyntheti-
schen Sauerstoffentwicklung sowie dem hdchsten Fv/Fm-Verhaltnis wider.

Im Gegensatz zu anderen AutorenL{EOWSKI UND LAROCHE, 1991; lATASA, 1995) konn-
ten wir keine Zunahme von Lichtsammelpigmenten bzw. Lichtsammelproteinen unterhalb der
optimalen Lichtbedingung fiir das Wachstum feststellen. In Ubereinstimmung mit unseren Daten
wurde die Unterdriickung der Pigmentsynthese flr verschiedene AlgennANN et al., 1991;
KUBLER UND RAVEN, 1995) bzw. die Reduzierung des Chlorophylligehaltes bei Schwachlicht bei
Chlorophyten (BREzLLORENSet al., 1996) beschrieben. Mdglicherweise fuhren diese extremen
Schwachlichtbedingen (0,3 pmofits und 5 pmol/rfis) bei mixotrophen Zellen zur Inbalance
zwischen phototrophen und heterotrophen Stoffwechselwegen. Verschiedene Autoren beschrie-
ben den EinfluR von Kohlenstoffquellen auf die Chloroplastenentwicklung. So stelitem R
UND SCHWARTZBACH (1989) furEuglena gracilisesine Hemmung der Chloroplastenentwicklung
durch Ethanol, welches die lichtinduzierte Chlorophyllsynthese inhibiert, als Kataboliten-
Repression (MNROY UND SCHWARTZBACH, 1984) dar. Ebenso kann Glukose, als organische
Kohlenstoffquelle, zur Verringerung der LHC BHuglenafiihren (KoLL et al., 1980). Diese Ef-
fekte erklaren die beobachtete Abnahme der Lichtsammelpigmente bei Schwachlichtbedingun-
gen.

Eine Zunahme des Verhaltnisses des Carotinoidgehaltes zum Chlorophyllgehalt wird haufig
als Indikator fur Lichtstrel3 im Phytoplankton benutzitAsa, 1995). Auch beEuglena graci-
lis kommt es zu einer drastischen Zunahme dieses Quotienten, wenn Intensitaten des Anzucht-
lichtes tiber 25 umol/ffs verwendet werden. Zusétzlich zeichnen sich die unter Starklicht ge-
wachsenen Zellen (100 umofitsi und 350 pmol/Ats) durch die Reduzierung der Quantenaus-
beute des PS Il wie auch durch die Abnahme der photosynthetischen Sauerstoffentwicklung aus.

Diese Faktoren lassen ebenso wie die Erhéhung des Verhéltnisses Car/Chl auf eine durch
Ubermaliiges Licht verursachte Schadigung des Photosyntheseapparates unter diesen Bedingun:
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gen schlieen. Hauptsachlich stieg der Gehalt an Diadinoxanthin unter solchen Belichtungsbe-
dingungen stark an. Weiterhin nahm auch der Gehalt an 3-Carotin zu.

Nach bisherigen Untersuchungen gibt es wenig Anhaltspunkte daftr, da3 die Anzahl der
Bindungsstellen fir Pigmente eines LHC-Proteins bei hoheren Pflanzen durch &uf3ere Faktoren,
z.B. die Lichtintensitat, modifiziert werden kann I(WELM, 1990; BTER UND THORNBER, 1991;
KUHLBRANDT, 1994a,b). So mufte es bei deutlicher Zunahme eines Pigmentes auch zur ver-
mehrten Bildung des entsprechenden Proteins kommen, sieht man von Pigmentablagerungen in
anderen Kompartimenten wie z. B. linaliella (ZamIrR, 1995) ab. Bei Grinalgen kénnen im
Kontrast zu den héheren Pflanzen die Anzahl der Bindungsstellen flr Pigmente an Proteinen je
nach Status der Anzucht realisiert seiokENIK et al.(1987) fanden, dafd durch die Veranderung
des Lichtes die Relation von Pigment zu Protein modifiziert sein kanmitk et al.(1988)
beschrieben die Abhangigkeit des Gehalts an Lutein pro Protein in Relation zum ontogeneti-
schen Status. Wir fanden eine Reduzierung von einzelnen Pigmentproteinen des photosyntheti-
schen Apparates vdbuglena gracilis(CP47, D1-Protein, LHC I, LHC 1l), wenn die Zellen bei
héheren Lichtintensitaten als 25 pmdsnangezogen werden. Mit zunehmender Belichtungs-
intensitat nimmt also der Gehalt dieser Proteine ab. Wie es im Fall des Chl b bereits diskutiert
wurde, deutet auch die Abnahme des in Lichtsammelproteinen gebundenen Neoxanthins
(CUNNINGHAM UND SCHIFF, 1986a,b; PTER UND THORNBER 1991; Bxssiet al., 1993) nach An-
zucht bei Starklicht (100 pmolAfs und 350 pmol/Ats) auf eine Reduktion der LHC bei héhe-
ren Lichtintensitaten hin. Eine Zunahme sogenannter ELIP (early light induced protaiis) (K
et al., 1995) wurde nicht beobachtet. Damit kann ausgeschlossen werden, dalR die Erh6hung des
Diadinoxanthins unter Starklicht auf eine Zunahme von LHC oder ELIP zurtickzufihren ist.
BRANDT UND WILHELM (1990) konnten die Zunahme von Diadinoxanthin im LHC Il in einem
bestimmten Stadium des Zellzyklus vBaglena gracilisbeobachten. Somit scheint die Mog-
lichkeit der Erh6hung der Bindungsstellen fir Diadinoxanthin in Pigment-Proteinkomplexen von
Euglena gracilisdurchaus gegeben zu sein.

Eine vollig andere Erklarung der Anbindung des Diadinoxanthin laf3t sich aber aus Publika-
tionen von MDSKALENKO UND KARAPETYAN (1996), HhwAux UND TARDY (1997) sowie
Havaux et al.(1998) ableiten. Diese Autoren meinen, daf bipolare Carotinoide direkt in der
Thylakoidmembran gebunden sein kénnen. Durch Anwesenheit dieser Komponenten innerhalb
der Membranen soll die Membranfluiditat modifiziert werden, welches eine Erh6hung der
Thermostabilitat der Thylakoide bewirkt.

Wir kbnnen anhand unserer Experimente nicht differenzieren, ob sich die Anzahl der Bin-
dungsstellen innerhalb der LHC erh6ht oder Diadinoxanthin innerhalb der Thylakoidmembranen
vermehrt gebunden wird.

Unabhangig vom Bindungszustand des Diadinoxanthins wird eine Konzentrationserhéhung
dieses Pigments als Reaktion auf Lichtstre3 angesehen. Die Zunahme von Diadinoxanthin
konnte durch BTAsA (1995) bei Starklichtanzucht vonhalassiosira weissflogibeobachtet
werden. BICHEL et al.(1988) und WHELM et al.(1997) konnten dieses ebenfalls fRieuro-
chloris meiringensivzw. Phaeodactylum tricornuturaufzeigen. Auch in diesen Publikationen
wird eine photoprotektive Funktion dieses Pigments fur moglich gehalten.

Neben der protektiven und strukturellen Funktion des [3-Carotins in den Reaktionszentren
(YOUNG, 1993b; ELFER et al., 1994; RANK UND COGDELL, 1996, REBST UND DEPKA, 1997)
hat dieses Pigment eine wichtige Funktion als Stoffwechelintermediat bei der Carotinoidbiosyn-
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these. Alle inEuglena gracilisvorkommenden Carotinoide sind Derivate des 3,3-Carotins
(BJORNLAND et al., 1987). Die Zunahme des Diadinoxanthins unter Starklicht kénnte auch eine
Zunahme des Stoffwechselintermediates 3-Carotin bedingen.

Auch BUCHEL et al. (1988) konnten ifPleurochloris meiringensiglie Erh6hung des 3-
Carotin Gehaltes mit Zunahme der Intensitat des Anzuchtlichtes nachweisen. Generell ist der
Gehalt an B-Carotin in Sonnenblattern héheo NG, 1993a). BAIH et al.(1993) konnten zei-
gen, dal3 Sauerstoffradikale bei der massiven Akkumulation von 3-Car@timaliella barda-
wil beteiligt sein kdnnen. Neben der Zunahme als Stoffwechselintermediat wéare mdglicherweise
somit auch eine Schutzfunktion des erhdhten Gehalts von R-Carotin denkbar.

Ab einer Lichtintensitat von 25 pmolffs wiesen wir Canthaxanthin uglena gracilis
nach. Dieses stieg mit Zunahme der Lichtintensitat bei der Anzucht stark an. Die Akkumulation
von Canthaxanthin ist flr verschiedene Algen beschrieben wordem @ al., 1993; HGEN et
al. 1993; KRISHNA UND MOHANTY, 1998). Dieses Pigment wird in die Reihe der Sekundar-
Carotinoide eingeordnet. Allgemein wird diesem Ketocarotinoid photoprotektive Funktion zuge-
schrieben. Sekundéar-Carotinoide werden definitionsgemal in Abhangigkeit von exogenen Fakto-
ren, wie z. B. hohe Lichtintensitaten, reduzierte StickstoffversorguognNg, 1993a), in Lipid-
bodies aulRerhalb des Chloroplasten akkumuliertEBglena gracilisspricht wenig fir den Ak-
kumulationsmechanismus auf3erhalb des Chloroplasten. Die Chloroplastenpréaparation aus Stark-
lichtzellen (350 umol/Ais) enthielt namlich Canthaxanthin im gleichen Verhaltnis zu Diadino-
xanthin wie die Zelle (Daten nicht gezeigt). Damit ist die Rolle des Canthaxanthins als Sekun-
dar-Carotinoid irEuglena graciliszweifelhaft.

Fiur die Rolle von Canthaxanthin, Diadinoxanthin und moglicherweise auch [3-Carotin als
photoprotektive Substanzen kuglena gracilisspricht folgendes: In Zellen, die im Starklicht
angezogen wurden, erwiesen sich sowohl die photosynthetische Sauerstoffentwicklung wie auch
das D1-Protein als wesentlich stabiler gegeniiber Lichtstre von 1500 gisellsnin Zellen,
die bei 25 pmol/fis kultiviert wurden (Daten nicht gezeigt). AuBerdem rea@iaglenagraci-
lis in &hnlicher Weise wie andere Algen auf eine Erhdhung der Lichtintensitat wahrend der An-
zucht mit einer Erh6hung des Carotinoidgehaltes pro Zelle.

Auf diese Weise kdnnen die Zellen sich innerhalb bestimmter Grenzen wirkungsvoll an un-
terschiedliche Wachstumsbedingungen anpassen. Zusammen genommen unterstiitzen diese Er-
gebnisse die Funktion der Carotinoide, insbesondere des Diadinoxanthins, als photoprotektive
Substanzen.

Aktivitat eines Xanthophyllzyklus in Euglena gracilis?

Alternativ zum klassischen Violaxanthinzyklus wurde fr verschiedene Algen ein Zweikom-
ponentenzyklus beschrieben, wobei ein nichtphotochemischer Quench mit der Zunahme von
Diatoxanthin korreliert. Die Zunahme von Diatoxanthin beruht auf einer reversiblen Deepoxidie-
rung des Diadinoxanthins @MERS et al., 1991; RSALANE et al., 1994; QAIZOLA UND
YAMAMOTO, 1994). FAGER UND STRANSKY (1970) machten Angaben Uber eine lichtinduzierte
Umwandlung von Diadinoxanthin in Diatoxanthin in Euglenophyceae. Wir konnten zwar das
Vorhandensein beider Pigmente (Diadinoxanthin, Diatoxanthin) bestatigen, es kam jedoch auch
unter unterschiedlichsten Bedingungen (Belichtung unterschiedlich adaptierter Algen mit unter-
schiedlichen Lichtintensitaten, Belichtung in Sauerstofffreiheit) nicht zu einer reversiblen Um-
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wandlung dieser Pigmente, wie es beim Vorliegen eines Diadinoxanthinzyklus zu erwarten ge-
wesen ware.

Der Einsatz von DTT, einem Violaxanthin-Deepoxidaseinhibitor, welcher auch eine De-
epoxidierung des Diadinoxanthins verhindert4QoLA et al., 1994), hatte keinen Einflul3 auf
den Gehalt an Diadinoxanthin bzw. Diatoxanthin vor und nach Belichtung der Zellen. Der nicht-
photochemische Quench der Fluoreszenz erreichte in Anwesenheit von DTT wahrend der Be-
lichtung 83,9% des Wertes gemessen ohne Zusatz von DTT. Damit entwickelte sich der grof3te
Teil des Quench unabhangig vom Zusatz von DTT und somit unabhangig von einem Caroti-
noidzyklus. Die Differenz des nichtphotochemischen Quench der Proben mit und ohne DTT ist
moglicherweise auf die Wirkung von DTT auf andere Komponenten der Photosynthese zurtick-
zufihren (RUNDEL UND BILGER, 1994), wie z. B. auf eine Inhibierung des sauerstoffbildenen
Komplexes (RRGANG et al., 1992) oder die Wirkung auf Disulfidgruppen désATP-Synthase
im Chloroplasten (JNESCH UNDGRABER, 1985).

Zunahmen von Xanthophyllzyklus-Pigmenten sind in Zusammenhang mit Starklichtadapta-
tionen bei verschiedenen Organismen mehrfach berichtet wordemm®¥s UND MONAS,
1991; DEMMIG-ADAMS UND ADAMS, 1992; $IARMA UND HALL, 1992; SHAFER et al., 1994;
SCHUBERT et al., 1994; WHELM et al., 1997). Wie schon diskutiert, flhren sowohl hdhere
Lichtintensitaten wahrend der Anzuchtphase als auch kurzfristige Belichtung in Abhangigkeit
von der Intensitat zu einer Erhdhung des Gehaltes an Diadinoxanthin. Diese kann jedoch nicht
als eine Poolerh6hung der Xanthophyllzyklus-Pigmente gewertet werden. Die Tatsache, dal3 es
in Euglena-Zellen schon bei kurzzeitiger Belichtung zur Vermehrung des Diadinoxanthingehal-
tes kommt und dal3 dieses auch in carotinoidverarmten Zellen passiert, ist ein nachhaltiger Hin-
weis auf eine Schutzfunktion dieses Pigments. Zusatzliche Bedeutung erlangt dieser Hinweis
dadurch, dal3 Zellen, in denen die Bildung des Diadinoxanthins in Gegenwart von Norflurazon
wahrend der Belichtung unterdriickt ist, eher und im starkeren Malf3 durch Licht geschadigt wer-
den als normale (Daten nicht gezeigt).

Zur Rolle der Carotinoide hinsichtlich der Empfindlichkeit der Alge gegenuber Licht

Durch die Tatsache, daf3 Bgiglena gracilisein nichtphotochemischer Quench der Chloro-
phyllfluoreszenz existiert, der nicht mit einem funktionierenden Xanthophyllzyklus in Verbin-
dung gebracht werden kann, ergibt sich die generelle Frage, welcher Mechanismus dieser Fluo-
reszenzloschung zugrunde liegt. Durch das Fehlen des Xanthophyllzyklus istEegésteafir
die Untersuchung dieses Problems sowie auch anderer mit der Schutzfunktion der Carotinoide
zusammenhangender Fragen ein sehr geeignetes Objekt.

Durch die Anzucht in Gegenwart des Phytoendesaturaseinhibitors Norflurasam@EiN
et al., 1980) war es uns moglich, an Zellen mit modifiziertem Carotinoidgehalt zu arbeiten. Ne-
ben dem entscheidenden Effekt der Inhibierung der Phytoendesaturase wird dieser Substanz auch
eine geringe Wirkung auf die Fettsdurezusammensetzong,(1976), weiterhireine Verringe-
rung der Abscisinsdurmfolge des Carotinoidmangels T&5INK UND VAUGHIN, 1988), eine
Hemmung der Nitrat- und NitritreduktaseKIKNA RAO et al., 1988) sowie eine Hemmung der
photosynthetischen Sauerstoffentwicklungd@R UND SCHLUE, 1976; RANzER, 1986) zuge-
schrieben. Da die von uns eingesetzte Konzentration von Norflurazon weit unter dem beschrie-
benen 4o-Wert der Hemmung der photosynthetischen SauerstoffproduktioizgR, 1986) lag,
kénnen diese Effekte vernachlassigt werden. Aufgrund des fehlenden Schutzes der Carotinoide
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tritt als sekundarer Effekt der Norfluazonbehandlung aber eine Reduzierung des Chlorophylige-
haltes durch photooxidative Prozesse aufN@2R, 1990; 3GAR UND BRIGGS, 1990). Die Initial-

rate der Chlorophyllsynthese ist in behandelten und carotinoidverarmten Zellen jedoch gleich
(VAISBERG UNDSCHIFF, 1976).

Um ein Wachstum von Zellen in Anwesenheit von Norflurazon (Konzentrationen tber 5
UM) zu gewadhrleisten, ist eine extreme Verringerung des Anzuchtlichtes erforderlich. Mit stei-
gender Norflurazonkonzentration nimmt, neben dem Carotinoid- und Chlorophyligehalt, der
Gehalt an D1-Protein, CP47; LHC Il und LHC | ab. Dieses wird von der Abnahme der photo-
synthetischen Parameter (Fv/Fm, Sauerstoffentwicklung) begleitet. Fir das Assembly von funk-
tionellen Photosyntheseeinheiten sind Carotinoide essentielle Komponentere(i et al.,

1989; RULSEN et al.1990; MARKGRAF UND OELMULLER, 1991; TREBST UNDDEPKA, 1997). Eine
zunehmende Reduktion dieser fuhrte zur Reduktion der photosynthetischen Strukturen bzw.
Membranen (MISBERG UND SCHIFF, 1976). Die Abhéngigkeit der Hemmung der Carotinoidbio-
synthese von der NorflurazonkonzentrationAIBBERG UND SCHIFF, 1976; SEGINK UND
VAUGHN, 1988; RNzER 1990) und auch die Abhéngigkeit der photosynthetischen Sauerstof-
fentwicklung vom Carotinoidgehalt ASDMANN et al., 1993) wurde in den Anzuchtexperimen-

ten mit unterschiedlichen Norflurazonkonzentrationen deutlich. Jedoch darf der Einfluld des
Schwachlichtes, wie schon diskutiert, auf die photosynthetischen Strukturen nicht aul3er Acht
gelassen werden.

Um mit carotinoidverarmten und dennoch photosynthetisch aktiven Zellen zu arbeiten,
wahlten wir aufgrund dieser Versuche Zellen, welche mit 5 uM Norflurazon und bei ahnlichen
Lichtbedingungen wie die Kontrollen angezogen wurden. Diese hatten einen im Vergleich zur
Kontrolle stark reduzierten Carotinoidgehalt und zeichneten sich durch nur geringe Abnahme des
D1-Proteins bei gleichzeitig starker Reduzierung lichtsammelnder Komplexe (20-25 kDa) aus.

Neben der Bedeutung der Carotinoide fur die strukturelle Integritat der Pigment-
Proteinkomplexe (RJMLEY UND ScHMIDT, 1995), wird die photoprotektive Rolle der Carotinoi-
de in photosynthetischen Systemen allgemein durch den Quench des angeregten Triplett-
Zustandes der Chlorophylle bzw. die Entgiftung von Singulett-SauerstefEMANN-HARMS,

1987; RRANK UND COGDELL, 1993; RANK et. al., 1994, 1996; &UNG UND FRANK; 1996) auf-
grund des langen konjugierten Systems xeglektronen bestimmter Carotinoidmolekile (An-
zahl der Doppelbindungen > 10)RANK et. al., 1994) beschrieben. Eine andere antioxidative
Funktion von R-Carotin wurde vdBURTON (1990) dargestellt. Das Vorhandensein der Doppel-
bindungen im Molekul erméglicht die Reaktion mit Peroxidradikalen. Jedoch scheint die Fahig-
keit membrangebundener Carotinoide, freie Radikale zu entsorgen, begrErERNENN-
HARMS, 1990).

Die Lichtsattigungskurve der photosynthetischen Sauerstoffentwicklung carotinoidverarmter
Zellen bezogen auf die Zellzahl ergab fur diese Zellen im Vergleich zur Kontrolle einen flache-
ren Anstieg der Kurve bis zu einer Lichtintensitat von 140 pnitdjinwas auf die Reduktion
der Lichtsammelkomplexe zurickzufuhren iste{ et al., 1996). Der nachHNLEY (1993)
berechnete Lichtsattigungs-Parameter der Photosyntheserate ist bei den carotinoidverarmtern
Zellen erhoht. Die Carotinoidverarmung hatte somit Einflul auf die Photosyntheserate unter li-
mitierenden Belichtungsintensitaten wie auch auf Lichtsattigung der Photosyntheserate. Gerade
in Schwachlichtbereichen scheint die lichtsammelnde Funktion der Carotinoide bzw. der licht-
sammelnden Komplexe fur optimale Photosyntheseraten von Bedeutung.
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Uber das Phanomen der lichtabhangigen Inhibierung der Photosynthese (Photoinhibierung)
in Algen wurde zusammenfassend vorANE (1987) berichtet. Generell wird als ein Indiz fur
Photoinhibierung das Absinken der Lichtsattigungskurve bei Belichtung mit sattigenden Licht-
intensitaten gewertet @iLEY, 1993). Diese konnte bei den carotinoidverarmten Zellen ab einer
Belichtung mit 1200 pmol/ffs beobachtet werden. Damit reagierten diese carotinoidverarmten
Zellen schon nach 5minttiger Belichtung deutlich empfindlicher auf Licht als ihre unbehandel-
ten Kontrollen. Die generelle Verringerung der photosynthetischen Sauerstoffproduktion pro
carotinoidverarmter Zelle im Vergleich zur unbehandelten Zelle folgt der Chlorophyllreduzie-
rung durch Carotinoidverarmung pro Zelle. Bezogen auf den Chlorophyllgehalt der Zellsuspen-
sionen konnten, im Gegensatz 2ANSMANN et al.(1993), ahnliche Sauerstoffentwicklungsraten
der hinsichtlich des Carotinoidgehaltes unterschiedlichen Zellen gemessen werden.

Bei langeren Belichtungen der carotinoidverarmten Zellen zeigten diese sich deutlich em-
pfindlicher hinsichtlich des Fv/Fm-Verhéltnis sowie der photosynthetischen Sauerstoffentwick-
lung als die unbehandelten ZellerREBST UNDDEPKA (1997) konnten ebenso den Verlust der
photosynthetischen Aktivitat bei Belichtung der durch Norflurazon carotinoidverarmten Zellen
von Chlamydomonas reinhardtlheobachten. Auch b&cenedesmuSANDMANN et al. 1993)
fuhrte die Belichtung carotinoidverarmter Zellen zur Reduzierung der Sauerstoffentwicklung im
Vergleich zur Kontrolle. Die héhere Empfindlichkeit der carotinoidverarmten Zellen wird von
diesen Autoren auf das Fehlen des 3-Carotins zurtickgefuhrt, welches zum einem fir das ,reas-
sembly”“ des D1-Proteins essentiell iISREPST UNDDEPKA, 1997 ), zum anderen kdnnen bei
Carotinoiddefizit reaktive Sauerstoffspezies weniger effizient entsorgt werdemwnsnN et
al., 1993). Somit ist der ungeschutzte Chloroplast nicht in der Lage, bei Carotinoidverarmung die
Neusynthese der durch photooxidative Prozesse zerstorten Proteine (D1) auf einem optimalen
Niveau zu halten. Sowohl fi€hlamydomonag¢TREBST UND DEPKA, 1997) als auch fluSce-
nedesmugSANDMANN et al.; 1993) konnte ein verstarkter D1-Abbau bei Belichtung carotinoid-
verarmter Algen gezeigt werden.

Dieses wurde durch die Ergebnisse an carotinoidverarmten ZelleBugdana gracilisun-
termauert. Im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle konnte hier bei Belichtung (4h) ein Abbau
des D1-Proteins beobachtet werden.

Ein wichtiger Unterschied zu den zitierten Arbeiten tritt bei quantitativer Betrachtung der
einzelnen Carotinoide zu Tage. Der [3-Carotingehalt war bei den Belichtungsversuchen (Kap.
3.2.3) im Vergleich zwischen der Kontrolle und den carotinoidverarmten Zellen annéhernd
gleich. Dieses lafdt die Schluf3folgerung zu, dald die photoprotektive Funktion der Carotinoide
nicht allein durch die Rolle des [3-Carotins zu erklaren ist. Trotz gleichem Gehalt an 3-Carotin
konnte bei den carotinoidverarmten Zellen ein lichtinduzierter D1-Abbau gemessen werden. Da
in Euglena graciliskeine Aktivitat eines Xanthophyllzyklus registriert wurde, missen andere
Mechanismen unter Beteiligung der Carotinoide bzw. eine Involvierung von Pigment-
Proteinkomplexen beim Schutz vor exzessivem Licht eine entscheidende Rolle spielen.

Die Belichtung von Chloroplasten fuhrte zu einer Inaktivierung der PS II-Aktivitat. Diese
war bei den carotinoidverarmten Chloroplasten starker. Im Gegensatz zur unbehandelten Kon-
trolle wurde bei den carotinoidverarmten Chloroplasten auch eine Reduktion der PS I-Aktivitéat
bei Belichtung gemessen. Die Inaktivierung des PS | wird von einigen Arbeitsgruppen beschrie-
ben (GDDE ET. AL., 1992; $NOIKE UND TERASHIMA, 1994; Tuset al., 1998), allerdings konn-
ten derartige Befunde nur bei niedrigen Temperaturen (ca. 4°C) erreicht werden. Als mégliche
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Ursachen fur die Photoinhibierung des PS | wird die Inaktivierung des P-700 durch Singulett-
Sauerstoff oder das Zerstoren der Eisen-Schwefelzentren des PS | durch SupemgiggS
UND TERASHIMA, 1994) angesehen. Unter ,normalen” Bedingungen fuhrt Lichtstrel3 bei oxyge-
nen Pflanzen zuerst zur Inaktivierung des PS Il und erst in Folge werden weitere Prozesse der
Photoinhibierung eingeleitet @ et al., 1993). Die Inaktivierung des PS | der carotinoidver-
armten Zellen wurde schon nach nur 10 minutiger Belichtung sichtbar. Es ist anzunehmen, dafl3
der Schutzeffekt der Carotinoide hinsichtlich der Verhinderung der Entstehung reaktiver Sauer-
stoffspezies oder auch deren Entgiftung nicht nur auf das PS Il bezogen, sondern ebenso flr die
Stabilitat des PS | von Bedeutung ist.

Einwirkungen von Hydroxylradikalen verursachen in mixotroph angezodengiena gra-
cilis qualitativ gleiche Veranderungen in den Derivativspektren wie sie bei carotinoidverarmten
Zellen zu beobachten sind, das Verhéaltnis Chl 684/669 sinkt, d.h. die bei ca. 684 nm absorbie-
rende Subbande verkleinert siciaiRer, 1990). Um den Einflul3 des Carotinoidgehaltes auf die
Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies, welche als eine Ursache fir photoinhibitorische Prozesse
angesehen werden, zu untersuchen, wurde einéugiena gracilismodifizierte Methode zum
Nachweis von Hydroxylradikalen eingesetziS€HIERSCH 1992; TSCHIERSCH UND OHMANN,
1993). Die Belichtung von carotinoidverarmten Chloroplasten fuhrte sowohl zur erhéhten Bil-
dungsrate als auch zur Erhéhung der Konzentration von Hydroxylradikalen im Vergleich zu den
unbehandelten Chloroplasten. Damit wurde deutlich, dal3 ein durch die Carotinoidverarmung
verursachter Verlust von photoprotektiven Mechanismen zur verstarkt auftretenden Photoinhi-
bierung der Zellen fuhrt, welche vermutlich auf erhéhte Radikalbildung zuriickzufihren ist. Auf
der Basis dieser Ergebnisse ist anzunehmen, daf der beobachtete D1-Abbau bei Belichtung ca-
rotinoidverarmter Zellen durch vermehrte Radikalbildung induziert wurde. Photoinhibierung
resultiert u.a. aus einem Abbau des D1-Proteimo@t al., 1993), welcher durch unterschiedli-
che Radikale induziert sein kannio, 1994; MsHRA et al., 1996).

Zu erklaren ware die hohere Empfindlichkeit carotinoidverarmter Zellen bzw. Chloroplasten,
wie schon erwéhnt, durch eine direkte Reaktion einzelner Carotinoide mit RadikalkTo(B
1990). Wahrscheinlicher ist jedoch, daf3 durch das Fehlen der beschriebenen protektiven Eigen-
schaften einzelner Carotinoide bzw. regulatorischer Prozesse innerhalb der Pigment-
Proteinkomplexe schadigende Prozesse uberwiegen. Dieses spiegelt sich im D1-Abbau; einer
Reduzierung der Sauerstoffproduktion und der Quantenausbeute des PS Il bei der Belichtung
intakter carotinoidverarmter Zellen bzw. der verstarkten Inaktivierung der PS II-Aktivitat, Inak-
tivierung der PS I-Aktivitat und Zunahme der Hydroxylradikalbildung sowie verstarktem Aus-
bleichen von Chlorophyllen und Carotinoiden (Daten nicht gezeigt) bei der Belichtung von ca-
rotinoidverarmten Chloroplasten im Vergleich zu den jeweils unbehandelten Kontrollen wider.
Die Beteiligung einzelner Pigment-Proteinkomplexe innerhalb photoprotektiver Mechanismen
wird durch Ergebnisse der gelelektrophoretischen Isolierung der Pigment-Proteinkomplexe aus
cartinoidverarmten und unbehandelten Thylakoiden bestatigt. Die als oligomerer LHC Il identi-
fizierte Bande 4 wurde durch den Carotinoidmangel beinahe vollstandig reduziert. Weiterhin
zeigte sich eine Reduktion der Bande 3. Die ausfiihrliche Diskussion dieses Ergebnisses erfolgt
in einem spateren Abschnitt. An dieser Stelle sei bemerkt, dal3 durch die Reduktion von be-
stimmten Pigment-Proteinkomplexen, hervorgerufen durch die Carotinoidverarmung, die Emp-
findlichkeit der Zellen bzw. der Chloroplasten gegenuber Licht deutlich erhdht ist.
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Der lichtinduzierte Quench der Chlorophyll a-Fluoreszenz

Da die Loschung der Fluoreszenz unabhéngig von einem Xanthophyllzyklus war, bot die
Analyse des Fluoreszenzquench \Euglena gracilisdie Moglichkeit die Frage nach dissipati-
ven Prozessen losgeldst von einer Pigmentumwandlung zu untersuchen. Der Vergleich der Be-
lichtung von unbehandelten und carotinoidverarmten Zellen sollte Aufschlul® tber die Beteili-
gung der Carotinoide bzw. einzelner Pigment-Proteinkomplexe innerhalb photoprotektiver Me-
chanismus geben.

In Anlehnung an das ,bipartite model* voruBER (1978) kdnnen fur ein Exciton drei
maogliche Wege der Energiedissipation angenommen werden. Erstens die Abgabe in Form von
Fluoreszenz. Zweitens eine thermale Dissipation innerhalb der Antennen und zum Dritten der
Transfer zum Reaktionszentrum. Im Reaktionszentrum wird diese Energie in der Regel zur
Photochemie genutzt, kann aber auch bei vorhandener Reduktiom\tber@al dissipiert wer-
den (Dru 1994a,bOLAIZOLA UND YAMAMOTO, 1994; dHNSONet al., 1995; BsPisiL, 1997).

Euglenareagierte auf die Belichtung mit unterschiedlichen Lichtintensitaten im Vergleich zu
hoheren Pflanzen mit einer relativ hohen Emission der stationaren Fluoreszenz (Fs). Die Erho-
hung des Fs-Niveaus konnte auch bei Chl b-MutantenHadeum vulgargLOKSTEIN et al.,

1994) beobachtet werden. Die Zugabe von DTT zum Wildtyp als auch zur Chl b-Mutante der
Gerste (loksTEINet al., 1994) wie auch zu SpinatgidviG-ADAMS, 1990) erhdhte ebenfalls die
stationdre Fluoreszenz (Fs). Durch den Verlust von LHC Il (hauptsachlich der trimeren Form
Lhcb1/Lhcb2) der Chl b-Mutante tritt eine Reduzierung dpkl-abhéangigen Quench ein, ob-

wohl die Grof3e des Xanthophyllzyklus-Pools bezogen auf Chl a im Vergleich zum Wildtyp nicht
betroffen ist{LoksTEIN et al., 1993, 1994). Ebenso wird durch die Zugabe von DTT zum Wild-
typ als auch zur Chl b-Mutante der GerstekTEIN et al., 1994) wie auch zu SpinatgiivMIG-

ADAMS, 1990) derApH-abhangige Quench durch Inhibierung des Xanthophyllzyklus drastisch
reduziert. Der Verlust dieser fur qE verantwortlichen Mechanismen (Aggregation der LHC I
bzw. Xanthophyllzyklus) fuhrt zu einer Erh6hung von Fs der behandelten Pflanzen im Vergleich
zu ihren Kontrollen. Neben der Erhdhung der stationéren Fluoreszenz (Fs) kommt es in diesen
Pflanzen auch zur Verminderung des Quench von Fo. Das Fluoreszenzmel3protokeli- von
glena gracilisgleicht dem der Chl b-Mutante bzw. dem von DTT behandelten Pflanzen. Neben
dem niedrigen Gehalt an Chl b und der fehlenden Segregation der Thylakoidmembranen im Ver-
gleich zu héheren Pflanzen und Grinalgen lie3 das abweichende Fluoreszenzverhdtien von
glena gracilisvermuten, daf3 die fluoreszenzldschenden Prozesse dieser Alge sich von denen der
hoheren Pflanze unterscheiden.

Die Belichtung der unbehandelten aber auch der carotinoidverarmten Algenzellen mit unter-
schiedlichen Lichtintensitaten flihrte zu einem Quench der Chl a-Fluoreszenz. Dabei stieg dieser
mit zunehmender Lichtintensitat an. Im Vergleich der Loschung der maximalen Fluoreszenz
durch 5minttige Belichtung der unbehandelten mit den carotinoidverarmten Zellen mit unter-
schiedlichen Lichtintensitaten wurde ersichtlich, daf3 die schwachen Lichtintensitaten (bis 200
pumol/nf/s) einen héheren Quench von Fm bei den unbehandelten Zellen zur Folge hatten. Erst
mit Erreichen der Lichtsattigung nahm die Léschung der maximalen Fluoreszenz bei den caroti-
noidverarmten Zellen deutlich zu. Es ist wahrscheinlich, daR® fir die starkere Loschung von Fm
der carotinoidverarmten Zellen bei 5Sminttiger Belichtung mit hoheren Lichtintensitaten photo-
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inhibitorische Prozesse verantwortlich sind, da schon die kurzzeitige Belichtung (5 min, 2000
pmol/nf/s) zur Reduktion der Sauerstoffproduktion filhrte.

Im Gegensatz zu der 5minitigen Belichtung mit unterschiedlichen Lichtintensitaten fihrte
die langere Belichtung (20 min) zu einer deutlich héheren Loschung der maximalen Fluoreszenz
der unbehandelten Algen im Vergleich zu carotinoidverarmten Zellen. Ausgehend von der Tat-
sache, dal3 carotinoidverarmte Zellen empfindlicher auf Licht reagierten (z.B. D1 Abbau, Redu-
zierung der PS I-Aktivitat) muld angenommen werden, daf} die geringere Loschung der maxima-
len Fluoreszenz durch Carotinoidverarmung Ausdruck des Verlustes eines fluoreszenzquenchen-
den, photoprotektiven Mechanismus ist und nicht auf die Zunahme schadigender Prozesse zu-
rackzufihren ist.

Nichtphotochemische Ldschung der Fluoreszenz, welche aus einer Zunahme der strah-
lungslosen Energieabgabe der angeregten Antennen hervorgeht, ist neben einem Quench von Fm
durch einen Quench von Fo charakterisiegRIG-ADAMS, 1990; GLMORE UND Y AMAMOTO,

1991; HorTON et al., 1991; RBBAN et al., 1992; IBRTON UND RuBAN, 1993; HFhvAux, 1993;

DAu, 1994a,b). Das QReoxidationsmodell (KIEGER UNDWEIS, 1992) bietet keine Erklarung

fur einen Quench von Fo. Somit kann angenommen werden, dal® das Auftreten eines Fo-Quench
in Zusammenhang mit einem Quench von Fruglena gracilisnach bisherigem Erkenntnis-

stand den fluoreszenzléschenden Mechanismen innerhalb des LHC Il zuzuordneyrisaNH

UND RUBAN, 1993; Dau, 1994a).

Aus der Betrachtung des Quotienten 8V, in Abhangigkeit von der Belichtungsintensitat
wird der unterschiedliche Zusammenhang des Quench von Fm und Fo bei unbehandelten und
carotinoidverarmten Zellen deutlich. Die Erhéhung des Quotienten bei carotinoidverarmten Zel-
len gegenuber der Kontrolle stellt klar, dafl3 bei diesen Zellen ein groRer Anteil von Fm ohne
gleichzeitige Beeinflussung von Fo geléscht wird. Die weitere Zunahme des Quotienten bzw.
das Auftreten negativer Werte nach Erreichen der Intensitaten fur die Lichtsattigung zeigt klar
den Einsatz photoinhibitorischer Prozesse bei beiden Algenkulturen. Die unter diesen Bedingun-
gen auftretende Fo-Erhéhung ist der starken Reduktion des PQ-Pools geschuldet, welche sich in
dem Term (1-gp) widerspiegelt€8.IK et al., 1990) und auf photoinhibitorische Bedingungen
verweist (BORKMAN, 1987; KRAUSE UNDWEIS, 1991). Bei den carotinoidverarmten Zellen war
die Loschung der Grundfluoreszenz nahezu vollstandig unterdriickt. Durch die Carotinoidverar-
mung kommt es iftuglena graciliszum Verlust eines Pigment-Proteinkomplexes, welcher als
peripherer LHC Il identifiziert wurde, was das Ausbleiben eines fluoreszenzléschenden Mecha-
nismus zur Konsequenz hatte, welcher neben Fm auch Fo quencht.

Nach 20 minitiger Belichtung unbehandelter Zellen mit 1500 prfislivar die Léschung
von Fo im Vergleich zu der von Fm geringer als bei den anderen untersuchten Lichtintensitaten.
Die gleichzeitige Reduktion der photosynthetischen Sauerstoffproduktion bei der Belichtung mit
der hohen Lichtintensitat lalt auf die Zunahme von photoinhibitorischen Mechanismen schlie-
Ben, welche hauptsachlich einen Quench der maximalen Fluoreszenz bewirken und zu einer Zu-
nahme der Grundfluoreszenz fuhreru@BkmAN, 1987). Photoinhibierung kann zwei unter-
schiedliche Schritte der Inaktivierung zur Folge haben: eine reversible Inaktivierung bei welcher
keine Schadigung des PS Il auftrite(tscHet al., 1994; AHNS UND MIEHE 1996) und eine In-
aktivierung des Photosyntheseapparates, welche mit einem D1-Protein Abbau einher geht.

Die 20 mindtige Belichtung von unbehandeltEuglenaZellen mit unterschiedlichen
Lichtintensitaten fuhrte zu keinem beobachtbaren Abbau des D1-Proteins.
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Die Abnahme von gP schon bei geringen Lichtintensitéaten verdeutlicht, daf3 absorbierte
Energie sogar unterhalb der Lichtsattigung auch Uber andere Wege als der des photochemischen
Umsatzes dissipiert wird. Weiterhin weist die Abnahme von gP auf das Schliel3en der RC Il hin,
welches auf die @Reduktion zurtckzufiihren ist D 1994a). Der Einsatz von Lichtstrel3 ist
durch eine signifikante Reduktion von gP charakterisiert, wobei ein Wert fir qP<0,6 Lichtstref3-
bedingungen verdeutlicht (isT et al., 1992)Die Belichtungmit Intensitaten oberhalb der
Lichtsattigung, aber auch schon eine 20 minitige Belichtung mit 300 pffefiihrte bei unse-
ren Untersuchungen dduglena graciliszur Reduktion des photochemischen Quench (<0,6).
Eine Abnahme der Sauerstoffentwicklung war bei der Belichtung mit 300 pff®ljedoch
noch nicht zu beobachten und trat erst bei 20 miniitiger Belichtung mit 1500 |ffe@im Ne-
ben der Reduzierung von gP spricht die nicht vollstandige Wiederherstellung der Quantenaus-
beute des PS Il nach dem ,recovery" flr das Auftreten photoinhibitorischer Prozesse ab der Be-
lichtung mit einer Intensitat von 300 pmoffs (20 min). Der Quench der Chlorophylifluores-
zenz durch Photosynthese (qP) ist bei den carotinoidverarmten Zellen ab einer Belichtung mit 60
pmol/nf/s bei annahernd gleicher Quantenausbeute groRer als bei der unbehandelten Kontrolle.
Dies kann als Indiz gewertet werden, dald bei den unbehandelten Zellen die Zunahme der absor-
bierten Lichtenergie verstarkt Uber andere Kandle als die photochemische Nutzung dissipiert
wird oder die Energie durch eine hohe Fluoreszenzemission (Fs) abgeleitet wird.

Fur die Reduzierung der Quantenausbeute des PS Il werden oft photoinhibitorische Prozesse
verantwortlich gemacht. Der Abfall des Quotienten unter Starklicht verhalt sich quasi linear zur
sinkenden PS ll-Kapazitat (€RscH UNDKRAUSE, 1991; KRAUSE UNDWEIS, 1991). Demgegen-

Uber wird argumentiert, dafld die Abnahme von Fv/Fm nicht auf der Schadigung der RC 1l beruht,
sondern als Resultat protektiver Energiedissipation anzusehereigti®ADAMS UND ADAMS

[ll., 1996). Die Belichtung vortuglena gracilisfuihrt zum Sinken der effektiven und maximalen
Quantenausbeute, welche nach Belichtung mit Schwachlicht (50 pitsdl/omter FR-Licht
vollstéandig wiederhergestellt wird. Der nach Belichtung mit unterschiedlichen Intensitaten unter
FR erholbare Anteil von Fv/Fm muf3 als Indiz der Verringerung der Quantenausbeute des PS I
durch photoprotektive Mechanismen gewertet werden.

Im Gegensatz zu anderen Algen und héheren Pflanzen konnte der Hauptanteil des nichtpho-
tochemischen Quench bei einer Belichtung der unbehandelten Zellen mit groReren Intensitaten
als 300 pmol/rfis nicht durch einen Entkoppler beeinfluBt werden und schien damit zum groR-
ten Teil unabhéngig von einer Anséduerung des Thylakoidlumens zu sein. Demgegeniber stehen
die carotinoidverarmten Zellen, welche bei allen Belichtungsbedingungen einen deutlich héheren
ApH-abhangigen Anteil des nichtphotochemischen Quench im Vergleich zu unbehandelten Zel-
len besaRen. Bei der 20miniitigen Belichtung carotinoidverarmter Zellen mit 300 |5 oV
ren 78,8% der Loschung von Fm vom Aufbau einpkl-Gradienten abhéngig. Allgemein wird
angenommen, dald der Hauptanteil des nichtphotochemischen Quench uber den Aufbau eines
ApH-Gradienten reguliert wird @BANTAIS et al., 1979; IRAUSE UNDWEIS, 1991; FbrTONEt al.,

1996).

Die deutliche Verminderung des oligomeren (trimeren) LHC Il bei unbehandelten Zellen bzw.
sogar einen nahezu vollstandigen Verlust dieses Komplexes bei carotinoidverarmten Zellen im
Vergleich zu hoheren Pflanzen KByFuss UNDTHORNBER 1994; LEE UND THORNBER 1995)

lait vermuten, dal? der von einer Ansduerung des Thylakoidlumens abhangige Anteil von gN,
welcher z.T. an die Existenz von trimeren LHC |l gebunden isR{tdNet al., 1994; DKSTEIN
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et al., 1993, 1994; BTANTAIS, 1994; AHNS UND KRAUSE, 1994; HRRTEL UND LOKSTEIN, 1995),
in Euglena gracilisreduziert oder nicht vorhanden istHdis UND KRAUSE (1994) konnten zei-
gen, dal in IML-Pflanzen, in welchen der LHC Il reduziert (der trimere LHC Il fehlt vollstandig)
der Anteil von gEverringert ist. Wie schon diskutiert, wird durch eine Reihe weiterer Arbeiten
(LEVERENZEt al., 1992; bksTEINet al., 1993; 1994; KRTEL et al., 1996) eine Reduzierung des
ApH-abhangigen Quench in Chl b-Mutanten der Gerste im Vergleich zum Wildtyp beschrieben.
Diese Mutanten besitzen keinen trimeren LHC Il (Lhcb1, Lhcb2), jedoch die monomeren LHC I
(Lhcb3-6) (FETER UND THORNBER, 1991; HhRRISON et al., 1993JANNSON, 1994; RREISS UND
THORNBER, 1995), was die Bedeutung des trimeren LHC 1l fir einen effektip¢trabhangigen
Quench (gE) unterstreicht. Weiterhin wird der qE-Anteil der nichtphotochemischen Loschung in
Abhangigkeit von dem ApH-regulierten Xanthophyllzyklus betrachtet I(GORE UND
YAMAMOTO, 1991; GLMORE et al., 1994), was fuEuglena gracilisaufgrund des Fehlens eines
Xanthophyllzyklus nicht moglich ist. Der hohe Anteil von gE am nichtphotochemischen Quench
der Chlorophyllfluoreszenz bei carotinoidverarmten Zellen muf3 als unabhangig vom LHC I
angesehen werden.

GENTY et al.(1989) ertrtern den linearen Zusammenhang zwischen dem Ertrag ger CO
Fixierung und dem Fluoreszenzparameier(aktuelle Quantenausbeute des PS IBINEE et al.
(1995) konnte diesen Zusammenhang zwischen der atmungskorregierten Sauerstoffentwicklung
bezogen auf die Lichtintensitébéy : effektiver photochemische Ertrag) udg in der Griinalge
Scenedesmudarstellen. Auch fir die unbehandelten Zellen Eoiglena graciliswar dieser Zu-
sammenhang gegeben. Im Gegensatz dazu konnte bei den carotinoidverarmten Zellen keine li-
neare Beziehung dieser Grof3en ermittelt werden. Abweichungen von der linearen Beziehung
zwischen ®p und ®px konnen durch einen zyklischen Elektronentransport um das PS I
(FALKOwsKI et al., 1986 a,b; BAsSIL et al. 1996), wie auch durch das Vorhandensein vgn Q
nichtreduzierenden RC Il &INDJEE, 1990; KARUKSTIS, 1992) verursacht sein. d@MANN et al.
(1994) beobachten den Verlust der Linearitat zwisebgmnd @,y in Thylakoiden von Spinat,
was er auf eine Involvierung inaktiver PS Il, welche sich durch einen ineffizienten Elektronen-
transport zwischen Qund @ auszeichnen, zuriickfihrte. Ein zyklischer Elektronentransport um
das PS Il oder eine Beeinflussung von Redoxprozessen an der Akzeptorseite des PS Il werden
als Ursachen einespH-abhangigen Quench der Fluoreszenz durch das Reaktionszentrum ange-
sehen. Aufgrund dieser Ergebnisse wird angenommen, dal3 diidiena gracilisauftretende
ApH-abhangige Loschung der Fluoreszenz einen Quench durch das RC Il darstellt. Durch die
Carotinoidverarmung wird iEuglena graciliseine nahezu vollstandige Reduzierung des oligo-
meren LHC Il ausgeldst, was notwendigerweise dann auch zu einem Verlust der an diesen Kom-
plex gebundenen photoprotektiven Mechanismen fuhrt. Im Unterschied zu unbehandelten Zellen
ist in carotinoidverarmten daher dgsH-abhanginge Quench der Chlorophylifluoreszenz im RC
II dominierend. Untermauert wird dieses Ergebnis durch den beinahe vollstandigen Verlust des
Quench der Grundfluoreszenz (Fo) als Folge der Carotinoidverarmung. Somit kann angenom-
men werden, dal’ qE Buglena gracilisoffenbar nicht zu einem Quench der Grundfluoreszenz
fuhrt. DELPHIN et al.(1996) untersuchten deypH-abhéngigen Quench iRhodella violacea
(Rotalge) und ordneten aufgrund des fehlenden Quench von Fo diesen dem Reaktionszentrum
zu. Die lichtinduzierte Zunahme der Rate der strahlungslosen Energieabgabe kann durch An-
sauerung des Chloroplastenlumens wéhrend der Photosyntiresegket al., 1992), aber auch
durch die Modifizierung von ReaktionszentrenH#/uND BERRY, 1987) zu einem Quench von
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Fm unabhangig von Fo fuhrenL&zLoLA UND Y AMAMOTO (1994) konnten eine lineare Regres-

sion zwischen der Zunahme von S%d dem Diatoxanthingehalt @haetoceros muelle(Ba-
cillariophyceae) nachweisen und vermuten die Ursache des Quench von Fo in der thermalen
Energiedissipation aufgrund des Diadinoxanthinzyklus innerhalb der Antennen.

Unabhangig von einempH-Gradienten kdnnen ,state transitions” die Léschung der Fluo-
reszenz bei héheren Pflanzen und Algen bewirken. Diese dienen der Vermeidung der Inbalance
der Elektronentransportrate zwischen PS Il und PS | oder der Balancierung der ATP und
NADPH Produktion (BUTE et al., 1990). WWLTERS UND HORTON ( 1991) konnten maximale
Phosphorylierung der LHC Il nur bei schwachen Lichtintensitaten beobachten und argumentier-
ten, dafld ,state transitions* unter Bedingungen, welche qE oder ql Mechanismen auslésen, unter-
drickt werden.ALLEN (1992, 1995) beschreibt die Redoxkontrolle des Phosphatase/Kinase-
System wobei ein bestimmter Reduktionsgrad des Plastochinon-Pools die Phosphorylierung von
LHC-Proteinen durch Kinase verursacht. Damit ist die Moglichkeit fiir den Ubergang in ,state
2" gegeben. Umgekehrt wird die Phosphatase durch die Oxidierung des PQ-Pools aktiviert. Die
Proteine werden dephosphorylisiert und ,state 1“ liegt vor. In Anwesenheit eines Phosphatasein-
hibitors (NaF) wird der Ubergang von ,state 2“ zu ,state 1* verhindert, indem die Dephosphory-
lierung der LHC Il verhindert wird (&NAANI et al., 1984). So bleibt der quenchende Zustand
erhalten.

Der Einsatz eines Phosphataseinhibitors (NaF) sollte klaren, adifpHennabhangige Anteil
der Fluoreszenzléschung von der Aktivitat eines Kinase/Phosphatase-Systems abhangig war und
somit maglicherweise durch ,state transitions” zu erklaren ist. Die Erholung der nichtphotoche-
mischen Ldschung unter FR-Licht war durch NaF beeinfluBbar. Nur 22% von Fm relaxierten in
Anwesenheit des Inhibitors. Die Involvierung eines Kinase/Phosphatase-Systems innerhalb der
guenchenden Mechanismen scheint wahrscheinlich. Das Vorhandensein von ,state transitions*
wirde den unabhéngig von einem Protonengradienten auftretenden Quench bei 5¢/gmol/m
und 300 pmol/rfis erklaren. Fir Griinalgen konnte eine nahezu 30%ige Reduktion der PS ||
Fluoreszenzemission durch ,state transitions” gezeigt werdeRR{BION UND ALLEN, 1993).

Auch konntenVINTER UND BRANDT (1986) die Mobilitat von neu synthetisiertem LHC Il wéh-
rend des Zellzyklus ikEuglena gracilisnachweisen.

Neben der, vom Reduktionsgrad des PQ-Pools abhangigen, Phosphorylierung des LHC I,
werden bei hoheren Pflanzen auch das CP43, D1 und D2-Protein phosphonykemgRo et
al., 1998). Die Stabilitat der PS II-Dimere wird méglicherweise Uber eine reversible Phosphory-
lierung der PS lI-core Proteine reguliertRigseet al., 1997). BLRIEU (1998) beschreibt einen
Quench der Fluoreszenz durch eine Veranderung der Organisation der PS ll-Zentren, welche
maoglicherweise eine Umwandlung von PS Il Dimeren in PS || Monomere sein kdnnte. Damit
soll angedeutet werden, dal? der Einflul? von NaF auf das ,recovery* der maximalen Fluoreszenz
auch anderen Prozessen geschuldet sein kdnnte. Fir eine vorsichtige Interpretation der Ergebnis-
sen bei NaF-Hemmung pladierten aucbkETEIN et al.(1993), welche in einer Chl b-Mutante
von Hordeum vulgaretrotz des Nichtvorhandenseins von trimeren LHC 1l, Effekte von NaF
messen konnten. Neben der Wirkung auf qT konnten sie eine Beeinflussung jvondgdier
Sauerstoffentwicklung beobachten. Die Beeintrachtigung der Photosynthese durch Fluoride ist
auch von Qick et al.(1989) beschrieben. Obwohl der Einful? von NaF auf die Erholung von Fm
das Auftreten von ,state transitions” wahrscheinlich machte, zeigen jedoch die Ergebnisse zur
Dunkelinkubation (siehe: Analyse des ,recovery“) sowie der Einflul3 der Belichtung auf das
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Fluoreszenzemissionsspektrum, daf’ AigH-unabhangige Quench der Chlorophyllfluoreszenz
nicht durch ,state transitions" im herkbmmlichen Sinne zu erklaren ist.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf3 die Belichtungugbena graciliszu einem
Quench der Chlorophyllfluoreszenz fuhrt, welcher bei Intensitaten im Bereich der Lichtséattigung
der photosynthetischen Sauerstoffentwicklung und dariber zum gro3en Teil unabhéngig von
einemApH-Gradienten ist. Die Carotinoidverarmung fuhrt zur Reduzierung vegnudd zum
Verlust von Mechanismen, welche eingppH-unabhangigen Quench der Fluoreszenz bewirken.
Diese spiegelt sich in der Dominanz dgsH-abhangigen Quench der Chlorophylifluoreszenz
sowie im geringerem Quench von Fo im Vergleich zur unbehandelten Zelle wider.

Analyse des ,recovery”

Die Analyse der Relaxation der maximalen Fluoreszenz nach Belichtung ergab 3 kinetisch

unterschiedliche Phasen, wie dies auch fir héhere Pflanzen beschriebenastu® StiTT,

1989; KRAUSE UNDWEIS, 1991; WALTERS UNDHORTON, 1991). Ein deutlicher Unterschied hier-

zu war jedoch eine abweichende HWZ fir diese schnelle RelaxationsphasaANghrend bei
héheren Pflanzen eine HWZ von 30s-60s flr die schnelle Relaxation der Fluoreszenzléschung,
welche nahezu vollstéandig durch einggpH-abhangigen Quench verursacht wurde, beschrieben
wurde, war die HWZ fir die schnelle Phase der Relaxation der maximalen FluoreszEnz bei
glena deutlich verlangert. Dieser Effekt tritt auch bei IML-Pflanzen WRisum sativumauf

(JAHNS UND KRAUSE, 1994), welche keinen trimeren LHC Il besitzen und auch eine starke Redu-
zierung der anderen Antennenproteine aufweisen. Die HWZ von gE verlangerte sich dabei von
50-90 s der Kontrollpflanzen auf 120-180 s bei den IML-Pflanzen. Somit, argumentieren die
Autoren, kann angenommen werden, dafd der noch auftretende gE der IML-Pflanzen, mit einer
verlangerten HWZ der Relaxation der Fluoreszenz, unabh&ngig von einer strukturellen Anderung
der PS Il Antennen sein muB @RToNet al., 1991). In diesem Zusammenhang spekulieren die
Autoren Uber die Méglichkeit quenchender Mechanismen innerhalb des RC Il. In einem nach-
folgenden Artikel wird dartiiber hinaus die Abhangigkeit des in IML-Pflanzen auftretenden gqE
vom Zeaxanthingehalt beschriebeAHNS UND SCHWEIG, 1995).

Damit ergab sich bdtuglena gracilisein deutlicher Unterschied im kinetischen Verlauf der
Relaxation der zur Loschung der Fluoreszenz fuhrenden Mechanismen gegenuber den hdheren
Pflanzen (@ick uUND STITT, 1989; WALTERS UNDHORTON, 1991; KRAUSE UNDWEIS, 1991). Bei
Griunalgen und héheren Pflanzen wird angenommen, daf3 der schnell relaxierengeHund
abhangige Quench durch Energiedissipation innerhalb des LHC Il entstetitq(itet al., 1991,

1994, 1996; BGER et al., 1989; BMMIG-ADAMS, 1990; GLMORE UND YAMAMOTO, 1991;
DEMMIG-ADAMS UND ADAMS Ill, 1996; GLMORE, 1997). Durch das Fehlaines Carotinoidzy-

klus und durch die Reduktion des oligomeren LHC im Vergleich zu héheren Pflanzen sind in
Euglenazwei fir diese Prozesse notwendige Komponenten nicht vorhanden bzw. reduziert. Die
Verschiebung der HWZ der Relaxation dgsH-abhéngigen schnellen Anteils des Fluoreszen-
zquenches unterstreicht noch einmal das Vorhandensein anderer Mechaniskayidrei gra-

cilis im Vergleich zu Organismen mit beschriebenem Fluoreszenzquench innerhalb der Anten-
nen. DerApH-abhangige Anteil des nichtphotochemischen Quené&tugiena gracilismufl? da-

her durch einen Quench des RC Il ausgel6st werden.

Wie schon angesprochen, unterscheidet sich die HWZ der schnellen Relaxationsphase von
Fm (gN) der unbehandelten wie auch der carotinoidverarmten Zelleftuglena gracilisvon
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denen fur andere Organismen beschriebenen und erscheint deutlich verlangsamt. Eine graphische
Auftragung des g&y beider Zellkulturen in Abhangigkeit der HWZ des ,recovery”* des nicht-
photochemischen Quench ergab fir die Annahme 100% e€jge HWZ von 2,9 min fur beide
Zellkulturen. Aufgrund dessen wird vermutet, dafgg&uf die gleichen Mechanismen bei unbe-
handelten und carotinoidverarmten Zellen zuriickzufthren ist. In Zusammenfassung der bisher
diskutierten Fakten werden quenchende Mechanismen innerhalb des REIHGHK et al.,

1992) fur dempH-abhangigen Anteil angenommen.

Der bei unbehandelten Zellen auftretende Quench von Fo wird folglich der mittleren Phase
des Fluoreszenzquenches (HWZ des ,recovery“ 6,5-7,5 min) zugeschrieben. Dieser mittlere Teil
der Relaxationskinetik besitzt eine HWZ, welche der fir ,state transitions” beschriebenen ent-
spricht (Quick UND STITT, 1989; KRAUSE UND WEIS, 1991; WALTERS UND HORTON, 1991;

JAHNS UND KRAUSE, 1994; loksTEIN et al., 1994). Bei den carotinoidverarmten Zellen iEoR

glena graciliskonnte diese mittlere Phase der Relaxation der Chlorophyllfluoreszenz nicht nach-
gewiesen werden. Die Carotinoidverarmung fiihrte zum Verlust des oligomeren LHC, somit
scheint diese mittlere, nicht von einem Protonengradienten abhangige Phase an die Existenz von
oligomerem LHC gebunden zu sein. Aggregationsmechanismen des LHOARI¢N et al.,

1991) koénnen aufgrund der Unabhangigkeit vom Protonengradienten flr diesen Anteil am nicht-
photochemischen Quench ausgeschlossen werden.

Die Interpretation der mittleren Phase bereitet Schwierigkeiten. Generell wirdagNdas
Vorhandensein von ,state transitions” zurtickgefuhrti@® uND STITT, 1989). Horton und Mit-
arbeiter (FbrTON et al., 1988; WLTERS UND HORTON, 1991, 1993) argumentierten, dal3 ,state
transitions®, wie schon diskutiert, nur unter Schwachlichtbedingungen relevant sind. Dem ge-
genuber steht das gemessene Vorhandensein eigesadh bei hoheren Belichtungsbedingun-
gen, ja sogar die Zunahme dieses Anteils mit steigender Belichtungsintensiéglesia gra-
cilis. Ahnliches wurde bei anderen Objekten vOrAIM¥RS UND HORTON (1991) sowie
LoksTEINet al.(1994) beobachtet.

Wie schon diskutiert, weist auch die Beeinflussung des ,recovery” durch NaF auf das Vor-
handensein eines Mechanismus hin, bei welchem eine Phosphorylierung von Proteinen zu einer
Léschung der Fluoreszenz fiuhrt.

Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen unbehandelten und carotinoidverarmten Zellen
ergab sich bei der Analyse der Relaxationsdaten der maximalen Fluoreszenz. Generell zeichne-
ten sich die carotinoidverarmten Zellen durch eine schnellere Relaxation von Fm nach der Be-
lichtung gegentiber den unbehandelten Zellen aus. In Anbetracht der héheren Anteilgwon gE
am nichtphotochemischen Quench carotinoidverarmter Zellen ist dieses verstandlich. Nach der
Auflésung der kinetisch unterschiedlichen Phasen des ,recovery” der Fluoreszenzunach Q
UND STITT (1989) konnten in carotinoidverarmten Zellen nur zwei unterschiedlich schnell rela-
xierende Prozesse voneinander getrennt werden. Die Carotinoidverarmung fuhrte zum Verlust
der mittleren Phase der Erholung von Fm {fjNur welche im allgemeinen ,state transitions"
als auslésende Prozesse (qT) verantwortlich gemacht werderwk(@ND StiTT, 1989;
WALTERS UND HORTON, 1991; AHNS UND KRAUSE, 1994; LOKSTEIN et al.1994). Der Verlust
von ,state transitions” der Chl b-Mutante vétordeum vulgarewurde von IOKSTEIN et al.

(1994) demonstriert. AWNS UND KRAUSE (1994) wiesen neben der Reduzierung des gE den
Verlust von qT in IML-Pflanzen vorPisum sativurmach. Wie die Trennung der Pigment-
Proteinkomplexe beEuglena gracilisergab, verursachte die Carotinoidverarmung den nahezu
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vollstandigen Verlust des peripheren LHC Il sowie der Bande 3, einem Komplex aus LHC | und
LHC II. Der mittlere Teil (gN,) scheint an die Existenz dieser gebunden.

Eine dritte Phase der Relaxationskinetik ergab einen Anteil des nichtphotochemischen
Quench mit einer HWZ tber 30 min und kann somit dem Vorhandensein photoinhibitorischer
Prozesse zugeschrieben werden. Diese photoinhibitorische Loschung der Fluoreszenz wird all-
gemein dem PS ll-core zugeschrieben, jedoch scheint ein Teil von gl in den Antennen lokalisiert
(RuBAN UND HORTON, 1995a). Eine Zeaxanthinanreicherung im Lhcb4 oder im PS ll-core Kom-
plex scheint fir diese Prozesse bei hoheren Pflanzen verantwortlich zu Aemer(fet al.,

1997). Zeaxanthin kommt iRuglena gracilisnicht vor. Nach 20 min Belichtung konnte eine
geringe Erh6hung des Diadinoxanthins gemessen werden, jedoch kénnte tber eine photoprotek-
tive Rolle dieses Pigments innerhalb photoinhibitorischer Prozesse nur spekuliert werden.
BAROLI UND MELIS (1998) publizierten, daf3 aller Wahrscheinlichkeit nach, die Photoinhibierung
des PS Il vom Redoxstatus des primaren Akzeptarab@angig ist. Dieser Redoxzustand wird
durch die Lichtabsorption, welche durch die Gro3e der Antennen bestimmt wird, moduliert. Wie
durch den Term (1-gp) gezeigt werden konnte, jsirQunbehandelten Zellen starker reduziert.
Schon die 20miniitige Belichtung der unterschiedlichen Algensuspensionen mit 300 #snol/m
induzierte einen Quench der Chlorophylifluoreszenz durch photoinhibitorische Prozesse. Dieser
war bei unbehandelten Zellen im Vergleich zu den carotinoidverarmten unter diesen Bedingun-
gen erhoht. Klar wird dieses, wenn man bedenkt, daf die Belichtung mit einer Intensitat von 300
pumol/nf/s bei unbehandelten Zellen nahe des errechneten Lichtsattigungs-Parameters lag. Bei
den carotinoidverarmten Zellen wurde dieser erst bei 524 pAtslémeicht.

Weiterhin kdnnte aber auch die Verringerung der Antennenkomplexe durch Carotinoidver-
armung zum Verlust protektiver photoinhibitorischer Prozesse flihren, fir welche eine HWZ von
16 min beschrieben wurde iI(bG UND MURATA, 1997). Somit kdnnte es zu einem geringeren ql
bei der Belichtung 300 pmolfts carotinoidverarmter Zellen kommen. Thermale Energiedissi-
pation der Antennen oder des RC Ib{BKMAN, 1987; KRAUSE UNDWEIS, 1991), bei der még-
licherweise Carotinoide in die Energiedissipation involviert simHN8 UND MIEHE, 1995;
UHRMACHER et al., 1995; BMMIG-ADAMS et al., 1998; BrkAet al., 1998) oder die Reduzierung
der Lichtsammelfunktion der Carotinoide bei exzessivem Lichvfidx et al., 1998) werden
gerade in letzter Zeit als Bestandteil von ql diskutiert. Betrachtet man gl also als regulatorischen
photoprotektiven Mechanismus, so konnte durch Reduzierung einzelner Pigment-
Proteinkomplexe der carotinoidverarmten Algen der photoprotektive Anteil photoinhibitorischer
Prozesse in diesen Algen im Vergleich zur Kontrolle ausgeschaltet oder reduziert sein.

Anhand der bisher diskutierten Ergebnisse l&af3t sich die nichtphotochemische Léschung der
Chlorophylifluoreszenz der Algéuglena graciliswie folgt charakterisieren: Die Belichtung mit
Intensitaten im Bereich der Lichtséttigung fuhrt zu einem Quench der Fluoreszenz, welcher sich
in drei distinkte Phasen gliedert. EApH-abh&ngiger Anteil, welcher die schnellste HWZ des
.recovery" aufweist. Die HWZ dieser Phase der Relaxation von Fm ist jedoch deutlich gegen-
Uber der hoherer Pflanzen verlangsamt und wird dem RC Il zugeordnet. Als zweites tritt ein
ApH-unabhangiger Quench auf, welcher wahrscheinlich auf Phosphorylierungsprozessen einzel-
ner Pigment-Proteinkomplexe beruht, die zur Energiebalance beider Photosysteme beitragen,
jedoch wahrscheinlich nicht durch ,state transitions” im herkbmmlichen Sinne zu erklaren ist.
Die dritte Phase ist von photoinhibitorischen Bedingungen abhangig und steigt mit zunehmender
Belichtungsintensitét.



104

Der dunkelinduzierte Quench der Chlorophyll a-Fluoreszenz

Die Dunkelinkubation voricuglena gracilisfiihrte zu einer nichtphotochemischen Loschung
der Chlorophylifluoreszenz. Dieses Phanomen ist fur verschiedene Algen beschrieben worden
(WILHELM et al., 1989; TNG UND OWENS, 1993; SHREIBEREt al., 1995; GSPERLINDLEY UND
BJORKMAN, 1996; BNDO UND ASADA, 1996).

Ein respiratorischer Elektronentransport in Chloroplasten, bekannt als Chlororespiration,
(BENNOUN, 1982) wurde fur AlgedPELITIER et al., 1987, 1995; ARON et al., 1987; WHELM
UND DuvAL, 1990; TNG UND OweNS 1993) und fur hohere Pflanz€@ARAB, et al. 1989;
CORNEILLE et al., 1998; EiLD et al., 1998) publiziert. Durch den chlororespiratorischen Elektro-
nenflu, vom NAD(P)H Uber den PQ-Pool zum Sauerstoff als Elektronenakzeptor, wird ein
ApH-Gradient in den Thylakoidmembranen aufgebaut @/ m uND DuVAL, 1990; TNG UND
OWENS, 1993), Dieser kann zum Einsatz von fluoreszenziéschenden Prozessen fiihren
(WILHELM UND DuvAL, 1990; TNG UND OWENS, 1993; ENDO UND ASADA, 1996). Anhand des
Vorhandensein einespH-Gradienten im Dunkeln kann ein chlororespiratorischer Elektronen-
fluld in Euglena gracilisangenommen werden.

Die Zunahme des Reduktionsgrades des PQ-Pools durch chlororespiratorische Aktivitat
kann weiterhin zum Ausloésen von redoxregulierten ,state transitions” fiihren, welche auch einen
Quench der Chlorophyllfluoreszenz induzierem$@ERLINDLEY UND BJORKMAN, 1996; ENDO
UND ASADA, 1996). BICHEL UND WILHELM (1990a,b) konnten zwei unterschiedliche Zusténde
der Thylakoidmembran hinsichtlich der Absorptionskapazitat des PS Il, des Reduktionsgrades
des PQ-Pools und des Vorkommens von ChlororespirationPleurochloris meiringensisn
Abhangigkeit einer Vorbelichtung oder Dunkelinkubation charakterisieren und somit annehmen,
dal3 diese Alge auch im Dunkeln eine Energiekontrolle in den Chloroplasten besitzt. Eine Zu-
nahme der maximalen Fluoreszenz und der Grundfluoreszenz bei Belichtung sowie der photo-
synthetischen Sauerstoffentwicklung von dunkeladaptierten Pflanzen konnte AtoruND
CANAANI (1989,1992) beschrieben werden. In Gegenwart von NaF wird dieser Effekt verhindert
und tritt auch in Chl b-Mutanten nicht auf. Im Gegensatz dazu hat Nigericin keinen Einflu3 auf
diese Zunahme. Erklart wird diese Beobachtung mit einer Dephosphorylierung des trimeren
LHC 1l und der damit verbundenen Ubergang dieses Komplexes an das PS II.

Der durch Dunkelheit induzierte QuenchBnglena graciliswvar, ebenso wie b&unaliella
bzw. Chlamydomonasbeschrieben (€&SPERLINDLEY UND BJORKMANN, 1996; ENDO UND
ASADA, 1996), jedoch nur zu einem geringen Anteil von der Wirkung eines Entkopplers (Nige-
ricin) abhangig und somit zum grof3ten Teil unabhéngig von der ExistenzApideSradienten.

Durch FR-Licht konnte der dunkelinduzierte Quench der FluoreszergZuggena gracilis
unterdrtickt werden. Die alleinige Anregung des PS | durch Rotlicht (FR) flhrt zur Oxidation des
P700 und somit auch zur Oxidation des PQ-Pools. So kann zum einen der ,state 1“ der redoxre-
gulierten ,state transitions” induziert werden, zum anderen auch die Chlororespiration inhibiert
werden. Beide Effekte kdnnten zu einem nicht gequenchten Zustand der Thylakoidmembranen
fuhren.

Ebenso wie das ,recovery” des lichtinduzierten Quench war auch die Relaxation von Fm
nach der Dunkelinkubation durch den Phosphataseinhibitor NaF sehr stark inhibiert. Aufgrund
der Beeinflussung des Dunkelguenches durch FR-Licht (Oxydierung des PQ-Pool) sowie des
Effektes von NaF auf das Recovery vom Dunkelquench kénnte angenommen werden, dal3 eine
Phosphorylierung von Proteinen fiir diesen Quench notwendig ist.
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Wichtig ist anzumerken, dal3 der durch Dunkelheit induzierte Quench der Chlorophyillifluo-
reszenz irEuglena gracilism Gegensatz zu dem b@hlamydomonas reinhardtiieschriebenen
(DELOsMEEet al., 1996) unter anaeroben Bedingungen nicht vorhanders&tiERSCH person-
liche Mitteilung). DELMROSEet al. (1996) induziert mit anaerobe Bedingungen einen stark redu-
zierten PQ-Pool und somit den ,state 2“, also den gequenchten Zustand, der beschriebenen ,state
transitions* (WLLIAMS UND ALLEN, 1987; ALLEN, 1995). Anaerobiose flihrt bei dunkeladaptier-
tenEuglenaZellen zu einer drastischen Fo-Erh6hung, welche eine hohe bis vollstandige Reduk-
tion des PQ-Pools widerspiegeltsS@HIERSCH persdnliche Mitteilung). Sollten iBuglena gra-
cilis Uber den Reduktionsstatus des PQ-Pools regulierte ,state transitions” auftreten, so muf3te es
zu einer Léschung der Chlorophyll a-Fluoreszenz auch unter anaeroben Bedingungen kommen.
Dieses konnte nicht beobachtet werden. Neben der Chlororespiration muf3 somit ein anderer
ApH-unabhangiger Mechanismus zum Quench der Fluoreszenz von dunkeladaptigitera
gracilis fuhren. Dieses wird von den Ergebnissen der dunkelinkubierten carotinoidverarmten
Zellen untermauert. Der in diesen Zellen vorhandene Dunkelquench war starker als bei unbehan-
delten Zellen ausgepragt. Die elektrophoretische Isolierung der Pigment-Proteinkomplexe ergab,
daf} die fur ,state transitions” verantwortlichen Strukturen (peripherer LHC Il) durch die Caroti-
noidverarmung vollstandig reduziert waren und somit ,state transitions” nicht die Erklarung fur
den ApH-unabhangigen Quench im Dunkeln abgeben kdnnen. Auch die Reduktion der PS II-
Effizienz durch die Dunkelinkubation vdfuglena gracilismacht das Vorhandensein von ,state
transitions* als quenchenden Mechanismus dieser Alge im Dunkeln unwahrscheinlich. Die PS
lI-Effizienz wird durch ,state transitions” nicht beeinfluRtASPERLINDLEY UND BJORKMAN,

1996). Somit wird trotz der Effekte von NaF die Beteiligung von ,state transitions” im her-
kémmlichen Sinne auch an dem durch Dunkelheit induzierten Quench ausgeschlossen.

Die Fluoreszenzemission der Zelle und der isolierten Pigment-Proteinkomplexe

Um die Frage nach Vorhandensein von ,state transitions naher zu untersuchen, wurde die
Aufnahme der Fluoreszenzemissionsspektren bei 77 K gewahlt. Zu unserer Uberraschung er-
hielten wir ein Emissionsspektrum, bei dem die charakteristische PS II-Fluoreszenzemission im
Gegensatz zu anderen Algen und héheren Pflanzen nahezu vollstandig fehlte.

Es stellte sich die Frage, ob das abweichende Verhalten der PS lI-Fluoreszenzemission bei
RT auf Unterschiede im Vorhandensein der einzelnen Pigment-Proteinkompl&uwglena
gracilis im Vergleich zu héheren PflanzenKBrrFuss UNDTHORNBER 1994) zuriickzufiihren
ist. Im Gegensatz zu den Absorptionsspektren der ganzen Zelle war auch die Fluoreszenzemissi-
on bei RT in den Rotbereich des Spektrums verschoben und besalR ein Maximum bei 696-700
nm. Solch eine langwellige PS lI-Emission wurde fir eine Fluoreszenzemission aus dem PS II-
core Komplex (D1, D2, CP43; CP47)€8RMANN-HARMS, 1988; B\RBATO et al., 1990) bzw.
dem CP47ALFONsOet al., 1994; @ooTet al., 1995) beschrieben. Folgende Argumente spre-
chen gegen eine dominante PS lI-core FluoreszenZugfena gracilis Zum einen konnte fur
den isolierten PS Il-core Komplex (Bande 2) ein Maximum der Fluoreszenzemission bei 683 nm
(RT) gemessen werden. Andererseits emittierte die Bande 3 (Komplex aus LHC | + LHC II) bei
RT langwellige Fluoreszenz (695 nm). In dieser konnten keine Proteine des RC Il nachgewiesen
werden.

Eine Reihe von Studien ergaben, dal} eine reversible Aggregation des LHC Il gE induziert
(HorTON et al., 1991, 1994; BzDA et al., 1996 a,b). Die Abnahme der Fluoreszenz und das
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Auftauchen einer langwelligen Komponente im Fluoreszenzemissions- und Absorptionsspek-
trum konnte durch die Aggregation von LHC Il (in vitro) erklart werdemr®A et al., 1996).

Ein Emissionspeak (77K) bei 700 nm in vitro und in intakterdl PBUBAN UND HORTON, 1992,

1994) konnte im gequenchten Zustand beobachtet werden. Bei Raumtemperatur ist dieser Peak
sehr niedrig, steigt aber mit zunehmender AbkihlunggR UND HORTON, 1992). \ASIL'EV et

al. (1997) beschrieben die Abhéngigkeit der spektralen Eigenschaften und des Anregungszustan-
des der LHC Aggregate von der Lipidkomposition der Membran, den inneren Antennen sowie
der Phosphorylierung der Proteine. Da eine Aggregation von Antennen als ein regulatorischer
Prozel3, welcher Uber eine Protonierung vom LHC gesteuert wirdTh et al., 1991; RBAN

UND HORTON, 1992), beschrieben wurde sowie das Auftreten der langwelligen Komponente erst
bei tiefen Temperaturen zu beobachten ist, wird angenommen, dal® die Verschiebung der RT-
Fluoreszenzemission vdtuglena gracilisnicht auf einer Aggregation des LHC Il beruht.

Die Analyse der Excitationsspektren (77K) bei der Fluoreszenzdetektion von 685 nm bzw.
725 nm ergab eine deutlich héhere Beteiligung von Chl b und den Carotinoiden an der Energie-
Ubertragung fir die Fluoreszenzemission bei 725 nm im Vergleich zu der typischen PS Il Emis-
sionswellenlange bei 685 nm. Der Hauptanteil des Chl b ist au&ubkina gracilism LHC I
gebunden (BANDT UND WILHELM, 1990; GNNINHAM UND SCHIFF, 1986a), was sich auch in den
Absorptionsspektren der isolierten Komplexe widerspiegelt. Folglich mul3 dieser Chl b bindende
Komplex an der langwelligen Fluoreszenzemission beteiligt sein.

Die Raumtemperaturfluoreszenz vBuglena gracilisist variabel und kann durch DCMU
vollstandig induziert werden (Daten nicht gezeigt), was fur die Fluoreszenzemission des PS Il
typisch ist. Die Analyse der Fluoreszenzspektren (RT) in Form von weiteren Ableitungen bei
Anwesenheit von DCMU ergab die Zunahme der 685 nm aber auch der langwelligen Banden bei
699 nm und 711 nm. Somit missen diese Fluoreszenzemitter an das PS Il gekoppelt sein. Au-
Rerdem finden sich in der Induktionskurve die typischen Phasen der Induktionskinetik wieder
(TscHIERsCH personliche Mitteilung). Diese Fakten heben klar hervor, daf} die Fluoreszenze-
mission bei 696-700 nm bei RT durch das PS Il bestimmtasiiL&ER et al.(1998) untersuchten
die Bindung langerwellig absorbierender Chl a-Molekila e 680 nm) innerhalb beider PS in
Abhangigkeit vom Anzuchtlicht und legten Einflisse dieser Komponenten auf die Fluoreszen-
zemission dar. Die Isolierung der einzelnen Pigment-Proteinkomplex&wglena graciliser-
gab eine Ubereinstimmung der spektralen Eigenschaften dieser Komplexe mit denen fir hohere
Pflanzen beschriebenen. Eine Ausnahme bildet hier die Bande 3. Somit kann die abweichende
Fluoreszenz-emission nicht durch veranderte spektrale Eigenschaften bekannter Pigment-
Proteinkomplexe erklart werden, wie dies z.B. durch erhéhte Anbindung langerwellig absorbie-
render Chl a-Molekille im PS Il der Fall ware. Da die isolierten Pigment-Proteinkomplexe der
Alge Euglena gracilisin ihren spektralen Eigenschaften denen von Grinalgen und hoéheren
Pflanzen entsprechen, wird angenommen, dal3 eine Kombination aus LHC | und LHC Il Protei-
nen (Bande 3) fur die Verschiebung der Fluoreszenzemission verantwortlich ist. Unterstitzt wird
diese Annahme durch das Vorhandensein einer griinen Bande mit langwelliger Fluoreszenzemis-
sion, welche den Fluoreszenzeigenschaften der ganzen Zelle gleicht. Charakteristisch war fur
diese Bande, dal? bei 77K eine Verschiebung des Emissionsmaximums erfolgte, wie dies fur das
PS I typisch ist (GRcCEet al., 1996). Weiterhin konnte nur in dieser Bande eine deutliche Schul-
ter bei 690 nm im Absorptionsspektrum detektiert werden. Die langwellig absorbierenden und
emittierenden Chl a-Moleklle werden hauptsachlich dem PS | zugeordnetL (R et al.,
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1998), sind aber auch im PS Il-core Komplex nachgewieseoHE LI et al., 1990; ENNINGS et
al., 1993).

Das Excitationsspektrum der Bande 3 bei 685 nm weist eine hohe Chl b-Anregung auf und
ist dem des LHC Il ahnlich. Neben dem immunologischen Nachweis von LHC Il und LHC I
weisen auch die spektralen Daten auf das Vorhandensein von Komponenten aus beiden Photosy-
stemen hin.

Die Bedeutung der Bande 3 wird dadurch unterstrichen, dal’ diese Bande sowohl bei caroti-
noidverarmten wie bei autotroph gewachsenen Zellen trotz struktureller Unterschiede der Thyla-
koidmembranen isoliert werden konnte. Daneben ist diese Bande der einzige Komplex, welcher
den Emissionseigenschaften der Zelle gleicht und im Vergleich zu den anderen Komponenten,
bezogen auf den Chlorophyllgehalt, sehr stark fluoresziews (1980) konnte anhand unter-
schiedlicher Methoden die Isolierung eines Pigment-Proteinkomplexdsuglena gracilismit
langerwelligen Fluoreszenzeigenschaften publizieren, diesem jedoch keine physiologische Rele-
vanz zuordnen.

Die Carotinoidverarmung fihrt zu einer Veranderung der Fluoreszenzemission. Zum einen
trat bei RT eine deutliche Schulter bei 683 nm sowie eine Abnahme der langerwelligen Kompo-
nenten auf. Das Maximum der Fluoreszenzemission (RT) ist in den kirzerwelligen Bereich ver-
schoben. Zum anderen konnte unter Kiihlung (77K) in diesen Zellen eine fir das PS Il charakte-
ristische Fluoreszenzemission detektiert werden. Auch unter diesen Bedingungen wurde die Re-
duzierung der langwelligen Komponenten (713 nm) in der zweiten Ableitung deutlich. Die be-
obachtete Zunahme von kirzerwellig emittierenden (673 nm) Chl a-Molekilen ist auch von
LEBEDEV et al. (1988) fur mit Norflurazon behandelte PflanZdarfleum vulgargbeschrieben.

Die Reduzierung der Bande 3 und der nahezu vollstdndigen Verlust der Bande 4 durch Caroti-
noidverarmung hatten somit starke Einflisse auf die Fluoreszenzemission der ganzen Zelle. Die
Fluoreszenzmaxima der einzelnen Komplexe veranderten sich durch die Carotinoidverarmung
nicht. Dies unterstreicht erneut die Verantwortlichkeit dieser Pigment-Proteinkomplexe fur die
Fluoreszenzemission der Zelle.

Ursprunglich sollten die Untersuchungen der Emissionsspektren Aussagen zum Vorkommen
von ,state transitions” ifcuglena gracilidiefern. Anhand der Ergebnisse kann klar gezeigt wer-
den, dal3 ,state transitions” im herkdmmlichen Sinn&uglena gracilisaufgrund struktureller
Besonderheiten des Photosyntheseapparates nicht auftreten. Jedoch scheint eine Regulation de
Effizienz beider Photosysteme Uber einen mdglicherweise von beiden Photosystemen nutzbaren
Antennenkomplex realisiert. Dieses wirde eine Mobilitat von LHC 11 LG | Komponenten
erfordern. Die Aufnahme der Fluoreszenzemissionsspektren (77K) nach Inkubation der unbe-
handelten Zellen unter FR-Licht, Dunkelheit bzw. moderatem weifem Licht (300 ffshl/m
welche unterschiedlich gequenchte Zustande der RT-Fluoreszenz bedingen, ergab eine geringe
Verschiebung des Maximums in den kirzerwelligen Bereich unter FR-Licht. Dieses weist mog-
licherweise bereits auf eine Verschiebung der Energielbertragung einzelner Pigment-
Proteinkomplexe an die Photosysteme hin. Die zweite Ableitung dieser Spektren machte eine
Abnahme der bei 713 nm emittierenden Bande durch die Belichtung deutlich.

Bemerkenswert ist auRerdem, dal’ die PS | Fluoreszenz von Algen allgemein als kirzerwellig
(720nm-720nm) im Vergleich zu héheren Pflanzen beschrieben ist. Buglenaweist ein

Emissionsmaximum (77K) bei 722 nm auf. Die Isolation des PS | Komplexes erbrachte dagegen
ein Fluoreszenzmaximum bei 731 nm und ist damit mit héheren Pflanzen vergleichbar. Eine
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Verschiebung der PS | Fluoreszenzemission von 735 nm beim Wildtyp in den kurzerwelligen
Bereich (720 nm) bei der Chl b-Mutante (CD3) vibriticum aestivumwurde von BBEL et al.

(1994) beschrieben. Allgemein wird die Fluoreszenzemission bei 720 nm den core-Antennen des
PS | und die Emission bei 735 nm den LHC des PS | zugeordn@REAVA UND
VELITCHKOVA, 1998; TURKONI et al., 1994). FuEuglena gracilismuf3 angenommen werden,

dafR die Fluoreszenzemission (77K) bei 720 nm moglicherweise aus der Uberlagerung der PS I-
Emission (735 nm) und der Fluoreszenzemission (711nm) eines aus LHC | und LHC Il beste-
henden Antennenkomplexes resultiert.

Besonderheiten des Photosyntheseapparates viaaglena gracilis

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 die Unterschiede im Fluoreszenzverhalten sowie
in der Regulation der Energiedissipation \EEuglena gracilisauf einer Modifikation des LHC
der photosynthetischen Membranen beruhen.

Der Chloroplast vorEuglena gracilisist im Gegensatz zu dem der héheren Pflanzen von 3
Membranen umgeben und weist Unterschiede im Import von Proteinen des LHC im Vergleich
zu Griunalgen und hoheren Pflanzen auf. Er reflektiert somit Unterschiede in der Evolution der
Chloroplasten im Vergleich zu den héheren Pflanzenl(SJND SCHWARTZBACH, 1996; SHIFF
et al., 1991). Generell konnten jedoch spezifische Antennen der unterschiedlichen Photosysteme
ahnlich denen der Griunalgen und héheren Pflanzen beschrieb®@RINGHAM UND SCHIFF,
1986b; HOULNE UND SCHANTZ, 1988; MUCHAL UND SCHWARTZBACH, 1990; BRANDT UND
WILHELM, 1990) sowie die Immunreaktionen mit Antikdrpern aus hoheren Pflanzen gezeigt
werden (BRANDT UND WILHELM, 1990; RUMLEY et al., 1993). Bei Einsatz unterschiedlicher
Antikorper konnten wir in Ubereinstimmung mitoHLNE UND SCHANTZ (1988); BRANDT UND
WILHELM (1990); RUMLEY et al.(1993) ein ca. 18-20 kDa Protein als LHC | identifizieren.
Proteine mit hoheren Molekulargewichten zeigten, abgesehen von bereits beschriebenen
Kreuzreaktionen mit dem LHC II (ByER-HANSEN et al., 1988; ldULNE UND SCHANTZ, 1988)
mit unserem Antikorper keine Reaktion. Neben der Identifizierung des LHC | konnten wir Pro-
teine im Bereich von 24-28 kDa als LHC Il Komponenten nachweisen. Damit befinden wir uns
in Ubereinstimmung mit verschiedenen anderen Autoren, welche durch den Einsatz unter-
schiedlicher Antikdrper entsprechende Proteine als LHC Il beschreiben konnten. Wichtig er-
scheint uns ferner festzuhalten, da? die Aminoséuresequenz der LHC |l ProteiBagiema
gracilis dem LHCb1, LHCb2 und dem LHCb3 sehr ahnlich ist und das ca. 20 kDa schwere LHC
| Protein in der Aminosauresequenz dem LHCa und dem LHCb hoherer Pflanzen gleicht
(HOULNE UND ScHANTZ, 1988; ANssoN 1994). FurEuglena graciliskonnte somit eine hohe
Homologie der Aminosauresequenz des LHC | und der des LHC Il beschrieben werden
(HOULNE UND SCHANTZ, 1988).

Weiterhin besitzt der Chloroplast dieses Phytoflagellaten nicht die fur hohere Pflanzen
(ANDERSON UND MELIS, 1983; TRISSL UND WILHELM, 1993; ANDERSON UND ARO, 1994;
ALBERTSSON 1995; Svs, 1995; ANssoNet al., 1997) typische Differenzierung in Grana- und
Stromabereiche, weist jedoch eine geringe Gruppierung einzelner Thylakoidmembranen auf
(SALVADOR et al., 1971; WNTER UND BRANDT, 1986; GAFUNE et al., 1992). Zudem besitzen
diese Algen einen hohen Anteil an PS I3 Zentren (max. 55%0f $HL KAOUA UND LAVAL -
MARTIN, 1995), wie er bei hoheren Pflanzen innerhalb der Stromathylakoide zu finden ist. Die
Autoren argumentieren, dal3 moglicherweise nur die 8Zéntren zur Energielibertragung an
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das PS | (linearer Elektronentransport) befahigt sind. Im Vergleich zwR@sltzen PS I3 viel
kleinere Antennen. Gegenliber héheren Pflanzen ist der Gehalt an PS 1IR3 Zertteyema

stark erhoht. Dieses wurde auch fur Chl b-Mutanten von Reis gefundead €t al., 1996),
welche durch die Chl b Reduktion eine Zunahme der inaktiven Zentren aufwiesen. Man nimmt
an, dal3 die inaktiven PS lI3-Zentren nicht am Elektronentransport beteiligt sind, wohl aber licht-
sammelnde Funktion haben und ein wichtiger Bestandteil der photosynthetischen Membran hin-
sichtlich des Gleichgewichts der Lichtabsorption und des Elektronentransportes zwischen PS |
und PS Il sind (ERAOC UNDKATOH, 1996).

Ein weiterer Unterschied zu hoheren Pflanzen ist das Fehlen s@afhtinoiden inEu-
glena gracilis wie z.B. Lutein. BscHOP(1996) konnte anhand einer Mutante \@ctenedesmus
obliquusdie Limitierung der Chl b-Biosynthese und der LHC Il (und zwar der oligomeren Form
des LHC Il) in Abhéngigkeit vom Vorkommen solcher Carotinoide zeigen. Fur die Stabilisie-
rung der dimeren und trimeren LHC |l Formen scheint das VorhandenseinevOarinoiden
notwendig (BscHoOR, 1996). Alle inEuglena gracilisvorkommenden Carotinoide sind 3,3 Caro-
tinoide. Verglichen mit Grinalgen und héheren Pflanzen hat diese Alge einen viel geringeren
Chl b-Gehalt. Weiterhin ist der Gehalt an oligomerem LHC IlI, wie schon diskutiert, verringert,
welches moglicherweise als Ursache fur die nichtvorhandene Stapelung der Thylakoidmembran
in Grana- und Stromathylakoide angesehen werden kann.

Der Anteil vom PS | an der Grundfluoreszenz kann bis zu 30% von Fo betraparofRet
al., 1992; D, 1994a). Trotz Aufhebung des Dunkelquenches kann auch unter FR-Licht nur ein
maximales Fv/Fm Verhaltnis von 0,642 erreicht werden. Somit ist die Quantenausbeute im Ver-
gleich zu hoheren Pflanzen Heuglena gracilisdeutlich verringert. Eine Erhdhung der Grund-
fluoreszenz durch hohe Beteiligung des PS | ware eine mdgliche Erklarung daftir. Eine andere
Maglichkeit ware der teilweise Quench der maximalen Fluoreszenz durch das PS I.

Trotz fehlender Stapelung der Thylakoidmembranen fBu@lena gracilisdie Trennung
zwischen PS | und PS Il realisieren, da eine hohe photosynthetische Sauerstoffentwicklung so-
wie variable Fluoreszenz (Fm/Fo = 2,79) gemessen werden koneeks ét al.. (1996) postu-
lieren fur die AlgeMantoniella squamatawelche ebenfalls keine Stapelung der Thylakoide
aufweist, dal’ die PS Il Einheiten untereinander in einem engeren Kontakt stehen als zum PS |
und nehmen eine Organisation dieser Zentren als PS 1l Dimere an.

Der in der Bande 3 vorliegende Zustand der Antennen ist unseren Messungen nach fur die
im Gegensatz zu Grunalgen und hoheren Pflanzen unterschiedliche Fluoreszenzemission ver-
antwortlich. Die FR-Belichtung fuhrte zu einer Zunahme dieses Antennenkomplexes unter
gleichzeitiger Erh6hung der an der PAM gemessenen PS Il Fluoreszenz bei RT. Auch die Ver-
schiebung des Maximums der Fluoreszenzemissionsspektren bei 77K der mit FR-Licht be-
strahlten Probe im Vergleich zur belichteten Probe kdnnte durch die Zunahme eines Fluoreszen-
zemitters mit einer Emissionswellenlange bei ca. 710nm-712nm (Maximum der Bande 3) erklart
werden. Mdglicherweise wird dies auch noch von der Reduktion der PS | Fluoreszenzemission
(731 nm) begleitet. Die Zunahme der Fluoreszenzemission bei 720nm-712nm und die Abnahme
der Emission bei 731nm wurden in der zweiten Ableitung dieser Spektren deutlich.

Die Carotinoidverarmung fihrte zum Verlust der Bande 4 und auch zur Reduktion der Ban-
de 3. Gleichzeitig trat eine Veranderung des RT-Fluoreszenzspektrums sowie eine typische PS I
Emission bei 77 K auf. Die Analyse der Fluoreszenzkinetiken (PAM) ergab den Verlust eines
fluoreszenzquenchenden Prozesses mit einer mittleren HWZ, wie sie flr Prozesse, in denen die
Mobilitat von Pigment-Proteinkomplexen eine Rolle spielt, beschrieben ist.
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Da eine Aggregation von LHC Il nicht anzunehmen ist und die Verschiebung der PS Il Fluo-
reszenz auch nicht durch Fluoreszenzemission des PS ll-core Komplexes zu erklaren ist, kann
anhand der vorliegenden spektralen wie auch immunologischen Daten nur der Komplex beste-
hend aus LHC | und LHC Il fur die Verschiebung der Emissionsspektren verantwortlich gemacht
werden. Die Annahme der wahlweisen Energietbertragung an PS Il oder PS | in Abhangigkeit
auRRerer Bedingungen konnte die gemessenen FR-Licht Effekte sowie die Ergebnisse der PAM
Fluoreszenzanalyse erklaren und wirde nicht im Widerspruch zur Variabilitat der RT Fluores-
zenz sowie zur DCMU Beeinflu3barkeit der Fluoreszenzemission stehen.

Folgendes Modell ware anhand unserer Daten denkbgiena gracilisbesitzt aufgrund der
Néahe beider Photosysteme oder des geringeren Gehalts an peripherem LHC Il eine Antenne aus
lichtsammelnden Proteinen des LHC | und des LHC II. Dieses fuhrt zu einer Verschiebung des
Maximums der Fluoreszenzemission des PS Il. Generell mul3 dieser gemeinsame Antennenkom-
plex als starker Fluoreszenzemittor angesehen werden, da er als dominierende Bande des Emis-
sionsspektrums erscheint. Unter bevorzugter Belichtung des PS | wird die absorbierte Energie
dieses Lichtsammelkomplexes verstarkt als Fluoreszenz emittiert oder moglicherweise an das PS
Il Gbertragen. Belichtung mit weil3em Licht flhrt zur bevorzugten Energietibertragung an das PS
| und somit zur Léschung der Fluoreszenz. Hypothetisch betrachtet konnte dieser Mechanismus
als eine spezielle Form des ,spill over* von Anregungsenergie tUber einen gemeinsamen Anten-
nenkomplex beider Photosysteme bezeichnet werden. Innerhalb der kinetisch unterschiedlichen
Phasen der Fluoreszenzldschung wird dieser Mechanismus als verantwortlich fur die mittlere
Phase des Fluoreszenzquenches angesehen. Aufgrund der fehlenden Stabilitat der Apoproteine in
Abhéngigkeit von der Carotinoidanbindung fihrt die Carotinoidverarmung zur Reduzierung
bzw. zum Verlust der beteiligten Komponenten. In Folge dessen tritt die mittlere Phase des Fluo-
reszenzquenches nicht auf. Die héhere Empfindlichkeit der carotinoidverarmten Zellen gegen-
Uber Licht unterstreicht die Bedeutung dieses Regulationsprinzipes innerhalb photoprotektiver
Mechanismen. Die Ergebnisse der Experimente mit NaF sprechen fur die Involvierung einer
Phosphorylierungsreaktion und damit moglicherweise fur eine Regulation in Abhangigkeit des
Redoxzustandes des PQ-Pools. Der Unterschied zu ,state transitions” ware zum einen die Betei-
ligung von LHC | an diesem Mechanismus und zum anderen das generelle Vorhandensein der
gemeinsamen Antenne unabhangig von den Inkubationsbedingungen. Dieses wird durch die ge-
nerell hohe Fluoreszenzemission (Fs) und das Vorhandensein der Verschiebung der PS Il Fluo-
reszenzemission unter allen untersuchten Bedingungen untermauert.

Die Evolution von photosynthetischen Organismen muf3 mit der Entwicklung effizienter
photoprotektiver Mechanismen (z.B. Xanthophyllzyklus) einhergegangen sein, ohne die eine
oxygene Photosynthese nicht denkbar ware. In Anbetracht des phylogenetischen Alters und der
Besonderheiten des Chloroplasten und der Thylakoidmembrandfugtena gracilisvermuten
wir, daf in ursprunglichen Organismen mdglicherweise andere photoprotektive Mechanismen
(spill over, Quench im RC 1l) dominant sind.



