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Die Trichter.

Zwei Trichter wandeln durch die Nacht.
Durch ihres Rumpfs verengten Schacht
flieBt weilles Mondlicht
still und heiter
auf ihren
Waldweg
u. s.

W.

[C. Morgenstern, um 1920]

Gewidmet ist die Arbeit meinem Vater Kurt Giinther (1928-1997),
der mich aus vielerlei Sicht immer ermutigte.
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1. Einleitung

Die Energie zur Existenz und Fortpflanzung von Lebewesen wird durch die photosynthetische
Nutzung des Sonnenlichts bereitgestellt. Aus den anorganischen Verbindungen Wasser und
Kohlendioxid werden durch photoautotrophe Organismen Kohlenhydrate aufgebaut, von de-
nen sich heterotrophe Organismen ernihren. Auflerdem wird bei der Photosynthese der zur
Atmung benétigte molekulare Sauerstoff freigesetzt.

In Gewissersystemen nehmen die photosynthetisch aktiven Organismen, zu denen die eu-
karyotischen Algen zihlen, die energiebereitstellende Schliisselposition ein. Abgeschitzt be-
trégt die Nettoprimarproduktion organischen Kohlenstoffs auf der Erde 1.6- 10'" g pro Jahr,
wovon 66% auf der terrestrischen Erdoberfliche und 33% in den Ozeanen gebildet werden
[nach Miiller und Miiller, 1994]. Weniger als 1% entsteht in Seen und Fliissen. Gleichwohl
unterliegt gerade die 8kologische Beschaffenheit der Binnengewisser aufgrund einer ausgespro-
chen intensiven Nutzung durch den Menschen einer besonderen Aufmerksamkeit.

Ausgelost wird die photosynthetische Lichtreaktion, welche gemeinhin einen zentralen Teil-
prozeB des Zellstoffwechsels kennzeichnet, durch aufgenommene Photonen. Das Lichtangebot
stellt demzufolge in Menge und Zusammensetzung eine abiotisch limitierende EingangsgrofBe
der Photosynthese dar. In Gewd#ssern wird dieses Angebot insbesondere durch triibende
Schwebstoffe, zu denen zum Teil die Algen auch selbst zahlen, vermindert. Folglich kann un-
ter optimalen Entwicklungsbedingungen eine tiberaus starke Vermehrung der Algen einsetzen,
die dann zur Selbstabschattung fiihrt. Dadurch wird einerseits die Photosynthese gehemmt,
andererseits gewissermafen selbsterhaltend das Wachstum reguliert.

Hinsichtlich der Belichtung unterliegt also die Photosynthese in einem Gewdsser nicht nur
zeitlichen Zyklen saisonaler und diurnaler Natur, sondern auch raumlichen Inhomogenitdten
2.B. in Form von Schichtungen. Deshalb sind Toleranzen im Photosyntheseverhalten der Al-
gen gegeniiber entsprechend verschiedenartigen Lichtangeboten von auBerordentlichem Interes-
se fiir die Bewertung des potentiellen Energieumsatzes in Gewdéssersystemen.

Es sind die Pigmente der Algenzellen, wie vor allem die Chlorophylle, die einfallende Licht-
quanten bestimmter Energie absorbieren und als Anregungszustinde fiir photochemische Pro-
zesse bereitstellen. Allein von dem photosynthetischen Hauptpigment Chlorophyll a geht

in vivo eine Reemission in Form der Fluoreszenz aus. Unter physiologischen Temperaturen
writt die In-vivo-Fluoreszenz neben der Dissipation konkurrierend zum photochemischen
Energieumsatz auf. Da sich das Fluoreszenzsignal des Chlorophyll a {iberaus vielschichtig
zusammensetzt, 1aBt sich freilich nicht einfach eine inverse Beziehung zur Priméarproduktion
herstellen [Seaton und Walker, 1990].

Dunkeladaptierte eukaryotische Algen zeigen wie alle intakten Eukaryoten mit Einsetzen einer
konstanten Belichtung einen charakteristischen Intensitétsverlauf der Fluoreszenz: den soge-
nannten Kautsky-Effekt. Dieser weist eine Art zeitliches Einschwingverhalten der Fluores-
zenzintensitit auf, bevor sich ein Gleichgewichtswert einstellt. Wesentlich wird dieser Verlauf
durch den Reaktionszustand der an der Lichtreaktion beteiligten Komponenten bestimmt, der
seinerseits vor allem vom Grad der Vorbelichtung abhéngig ist.

Intensititswerte der Vorbelichtung, die zur Quantifizierung der Primérproduktion unverzicht-
bar sind, mdgen zunichst leicht mefibar erscheinen. Wird aber von einem unbestimmten Auf-
enthaltsort der Algen ausgegangen, bedingt etwa durch ein turbulent fliefendes Gewiisser, 143t
sich sofort vermuten, daf in diesem Fall eine direkte MeBbarkeit nahezu ausgeschlossen ist.
Als eine Alternative bietet sich die Darstellung des Zusammenhangs zwischen den Intensitdten
der Fluoreszenz und der Vorbelichtung durch ein Modell der Lichtreaktion an.



Die bislang entwickelten Modelle zur quantitativen Beschreibung des Intensititsverlaufs der
Fluoreszenz sind héufig detailliert auf bestimmte Teilprozesse der photosynthetischen Licht-
reaktion ausgerichtet. Um die Vorbelichtung weitgehend einzubeziehen, war es nunmehr not-
wendig, ein Modell zu formulieren, welches die Prozesse der Lichtreaktion weitgehend zu-
sammenfalt und dabei die Lichtadaption der Algen explizit berticksichti gt. In einer solchen
Formulierung besteht das Ziel dieser Arbeit.

In der vorliegenden Niederschrift wird zunichst im Kapitel 2 ein Uberblick grundlegender Hy-
pothesen zur photosynthetischen Lichtreaktion aus der Literatur mit dem Ziel erarbeitet, fiir
eine Modellformulierung unmittelbar maBgebliche Mechanismen aufzuzeigen. In dem sich an-
schliefenden Kapitel 3 werden verwendete MeBverfahren sowie entsprechende Befunde be-
treffs der optischen Eigenschaften und des Fluoreszenzverhaltens untersuchter Algen kurz
vorgestellt. Ausgehend von diesen experimentellen Ergebnissen sowie den theoretischen Er-
kenntnissen wird im Folgekapitel 4 ein Modell zur mathematischen Beschreibung der Fluores-
zenzinduktionskinetik unter bestimmten Annahmen formuliert und interpretiert. In dem Kapi-
tel 5 erfolgt schlieBlich die Darstellung der mit dem Modell berechneten Ergebnisse und ihrer
Anpassung durch eine geeignete Parameterauswahl an experimentell ermittelte Kurven fiir ver-
schieden adaptierte Algen inbegriffen einer kritischen Bewertung.



2. Lichtumsetzung in eukaryotischen Algen

In den Hellphasen natiirlicher Lichtzyklen lduft in aquatischen Okosystemen die Photosyn-
these ab. Die Lichtenergie E,;, die das Phytoplankton' absorbiert, wird vor allem in photo-
chemische Energie E,; umgewandelt oder in Form nichtphotochemischer Energie als Fluores-
zenzemission Eq und dissipativ als Wirme E4 wieder abgegeben:

EabS=EpC+Eﬂ +Ed (2.1).

Grundlegend wird die spezifische Verteilung zwischen photochemischem und nichtphotoche-
mischem Lichtenergieumsatz durch Zelleigenschaften bestimmit, die ihrerseits durch die Adap-
tion in Bezug auf Vorbelichtung, Temperatur, Nahrstoffangebot usw. beeinfluft werden. Da
die Reemission durch Fluoreszenz verhiltnism#Big einfach zu messen ist und das Signalverhal-
ten vielschichtige Informationen {iber den Lichtenergieumsatz enthalt, wird diesem Term ein
breites Forschungsinteresse zuteil [z.B. Lichtenthaler, 1988a]. In den sich anschliefienden Ab-
schnitten werden hinsichtlich der Kinetik der Chlorophyll-a-Fluoreszenzintensitét wesentliche
biochemische und biophysikalische Zusammenh#nge des Lichtenergieumsatzes dargestellt.

2.1 Die Photosynthese

Unter Ausnutzung der absorbierten Lichtenergie findet in speziellen Zellorganellen, den Chlo-
roplasten, die aerobe Photosynthese der Eukaryoten® statt. Sie 14At sich, wie in Abb. 2.1 dar-
gestellt, in eine Lichtreaktion (Primérprozef) und eine Dunkelreaktion (Calvin-Zyklus) unter-
teilen.

Innerhalb der Chloroplasten befinden sich die aus Proteinen und Lipiden bestehenden Thyla-
koidmembranen mit einer Dicke von einigen Nanometern, die in Form komplexer Netzwerke
rdumlich angeordnet sind [s. z.B. Mustérdy, 1996]. Sie nehmen die Komponenten auf, welche
an der Lichtreaktion der Photosynthese beteiligt sind. Zu einem grofen Teil wird die absorbier-
te Lichtenergie zur Ladungstrennung und zum vektoriellen Ladungstransport durch die Thyla-
koidmembran genutzt. Dabei wird Wasser an der Innenseite der Thylakoidmembran in mole-
kularen Sauerstoff, Protonen und Elektronen zerlegt. Die Elektronen gelangen iiber eine Viel-
zahl von Folgereaktionen zur AuBenseite der Thylakoidmembran, wo sie NADP reduzieren
(Abb. 2.1). Gekoppelt mit dem Elektronentransport gelangen in umgekehrter Richtung Proto-
nen von der AuBen- zur Innenseite der Thylakoidmembran. Bei fortwihrender Aktivitat der
Photosynthese stellt sich im Gleichgewicht eine Differenz der Protonenkonzentration von
etwa drei pH-Einheiten ein. Mit diesem Protonengradient ApH zwischen den beiden Seiten der
Thylakoidmembran wird die Phosphorylierung von ADP angetrieben, bei der Protonen von
der Innen- zur AuBenseite der Thylakoidmembran geschleust werden.

! Phytoplankton und Algen werden in der vorliegenden Arbeit synonym als im Wasser schwebende photoautotro-
phe Organismen verstanden. Aufwuchsalgen (Phytobenthos) werden nicht explizit behandelt.

? Die Betrachtungen bleiben auf Eukaryoten beschrénk, die zytologisch im Unterschied zu Prokaryoten durch
ausgebildete Zellorganellen, wie Zellkern und Chloroplasten gekennzeichnet sind.



Die Thylakoidmembran ist an der AuBenseite von dem wilBrigen Chloroplastenstroma umge-
ben, in dem der Calvin-Zyklus abléuft. Indessen fithrt eine enzymkatalysierte Reduktion von
Kohlendioxid unter Beteiligung von NADPH, zur Bildung von Kohlenhydraten, wihrend die
ATP-Umsetzung zu ADP und anorganischem Phosphat die notwendige Energie beisteuert.
Der Prozef} der Photosynthese setzt sich aus zahlreichen biomolekularen Teilschritten zu-
sammen, die in der Literatur u.a. von Lawlor [1990] ausfiihrlich beschrieben werden.

NADP NADPH»
Stroma ADP, P; ATP

Aulenseite

Thylakoid- /-
membran |-

Innenseite

Lumen \-
(
| 2H,0 M——
e )

Abb. 2.1. Schematische Darstellung der Photosynthese (NADP: oxidiertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-
Phosphat, NADPH.: reduziertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat, ADP: Adenosin-Di-
Phosphat, ATP: Adenosin-Tri-Phosphat, P;: anorganisches Phosphat, CH.0O: Kohlenhydratbausteine).

Zusammenfassend lassen sich die Bilanz der Lichtreaktion:

2H,0 + ADP +P;, +2NADP —™ 0, + ATP +2NADPH, (2.2),
die Bilanz der Dunkelreaktion:

CO, +3ATP +2NADPH, —— (CH,0)+3ADP + 3P, + 2NADP +H,0 (2.3),
bzw. die Bruttobilanz der Photosynthese:

2H,0+C0, —~— (CH,0)+H,0+0, (2.4)
angeben, wobei hv die Energie absorbierter Photonen darstellt.

Licht, welches den photosynthetischen ProzeB antreibt, wird auch aktinisch genannt und liegt
in einem Spektralbereich, der auf den spektralen Absorptionskoeffizienten a(A) der am Pri-
mérprozef3 beteiligten Pigmente zuriickgeht. In der Photosyntheseforschung wird in der Regel
die Intensitdt der Photonenbestrahlung I(A) als Anzahl von Photonen bezogen auf eine Zeit-
und Flécheneinheit sowie auf die Wellenlénge angegeben [Hartmann, 1982; Thimijan und
Heins, 1983]. Dabei wird die Photonenanzahl nach der Division durch die Avogadrokonstante
in mol bzw. umol ausgedriickt. Anhand photosynthetischer Wirkungsspektren wird generell
der Spektralbereich von 400 nm bis 700 nm definiert, iiber welchen hiufig die Integration von
I() erfolgt [s. z.B. Kirk, 1994]. Daraus resultiert die Intensitit I der photosynthetisch aktiven
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Strahlung in mol m? 57, die bevorzugt als PAR (photosynthetically active radiation) bezeich-
net wird. Die Rate der Lichtabsorption durch die Zellpigmente J, in mol m~ 57! 14Bt sich nach
Kiefer und Reynolds [1992] fiir eine optisch diinne Schicht angeben als:

700nm
o= Ja) 1) d (2.5).

400nm

Die Intensitit der Photonenbestrahlung I(A) in mol m? s™ nm™ und die Intensitét der energeti-
schen Bestrahlung E(A) in W m™ nm’! stehen in dem Zusammenhang:

_E®)

I(A
) N, hv

(2.6),
wobei N, die Avogadrokonstante bezeichnet. Die Frequenz v kann aufgrund der Beziehung

¢ = v\ auch durch den Quotienten aus Vakuumlichtgeschwindigkeit c und Wellenlange her-
setzt werden. Grundsitzlich stellt die Intensitét der Bestrahlung die zentrale abiotische Ein-
gangsgrofie der Photosynthese dar.

An vitalem Zellmaterial zeigt sich ein Zusammenhang zwischen Photosyntheserate P und der
Intensitiit I der photosynthetisch aktiven Strahlung in Form charakteristischer P-I-Kurven, die
mit einem Anstieg beginnend in eine Séttigung iibergehen, wie in der Literatur von Jassby und
Platt [1976] und McBride [1992] mathematisch mittels exponentieller F unktionen dargestellt.
An die S#ttigung kann sich fiir zunehmende I eine Photoinhibition einstellen, die mit reversib-
len und irreversiblen Reaktionen in den Chloroplasten verbunden ist [s. Wilhelm et al., 1996;
Baker und Bowyer, 1994; Richardson et al., 1983].

Die Photosyntheserate entspricht der Menge des produzierten Sauerstoffs bzw. des assimi-
lierten Kohlenstoffs bezogen auf eine Zeiteinheit und eine spezifische Grofie, wie Volumen,
Chlorophyll-a-Gehalt oder Zellzahl. Die h#ufig unter Verwendung der 14C-Methode quantifi-
zierte Photosyntheserate bezeichnet in aquatischen Okosystemen generell die Bildung von
Biomasse aus anorganischem Kohlenstoff, also gewissermafien die Primérproduktion [zur
{Tbersicht s. Geider und Osborne, 1992; Harris, 1980]. Als Nettophotosyntheserate liegt die
Photosyntheserate vor, wenn die Respirationsrate' und die Exsudationsrate’ abgezogen wer-
den. Nimmt die Nettophotosyntheserate bei I > 0 selbst den Wert null an, ergibt sich die kom-
pensierende Intensitét der Bestrahlung, aus der sich fiir aquatische Systeme die sogenannte
Lichtkompensationstiefe ableitet.

Sowohl der Verlauf der P-I-Kurven als auch Lichtkompensationstiefen geben bilanzierend
Auskunft tiber die Lichtumsetzung der Algenzellen [zur Ubersicht s. Kirk, 1994; Kohl und
Nicklisch, 1988]. Im einzelnen kann die Photosyntheserate jedoch auch durch spektrale und
intermittierende Eigenschaften der Bestrahlung beeinflufit werden, wie Untersuchungen von
Mallin und Pearl [1992] sowie Kromkamp und Limbeck [1993] zeigen. Nachfolgend werden
qualitativ die Absorptionseigenschaften des Phytoplanktons beschrieben, die das Vermdgen
zur Lichtaufnahme als ersten Schritt der photosynthetischen Lichtreaktion charakterisieren.

! Respiration: die Abnahme des organischen Materials durch Hell- und Dunkelatmung entsprechend des Eigen-
energiebedarfs zur Erhaltung des Zellstoffwechsels.

? Exsudation: die Ausscheidung von Zwischenprodukten aus dem Calvin-Zyklus. Bedingt durch eine Hemmung
der Dunkelreaktion (z.B. Néhrstoffmangel) bei ungehemmtem Ablauf der Lichtreaktion kénnen sogenannte Exsu-
date (z.B. Polysaccharide) aus den Zellen geschleust werden und in Losung gehen [Fogg et al., 1964].
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2.2 Lichtabsorption der Algenzellen

Einfallende Lichtquanten des sichtbaren Spektralbereichs werden durch photosynthetische
Pigmente absorbiert. Wahrend Chlorophyll @ in der Regel begleitet von Carotinoiden in allen
photoautotrophen Organismen vorkommt, treten andere Pigmente artenspezifisch auf. Anhand

dessen lassen sich z.B. nach Casper [1974] fiir die aerobe Photosynthese verschiedene Zweige
formulieren:

o griiner Zweig: die Chlorophyta mit Chlorophyll &,

* brauner Zweig: die Chromophyta mit Chlorophyll c,

e roter Zweig: die Rhodophyta mit Chlorophyll & und Phycobilinen,
blauer Zweig: die Cyanophyta' mit Phycobilinen.

Unter weiflem Licht erscheinen die Organismen der einzelnen Zweige mit einer Farbung, die
durch den am wenigsten absorbierten Spektralanteil des Lichts entsteht.

2.2.1 Absorptionsbestimmende Zelleigenschaften

Die photosynthetischen Pigmente lassen sich in das Hauptpigment Chlorophyll a, im weiteren
abgekiirzt Chl @, und in die zusitzlichen, sogenannten akzessorischen Pigmente unterteilen.
Sowohl die spektralen Eigenschaften als auch die absolute GréBe der Absorption des Phyto-
planktons, wie flir zwei Beispiele in Abb. 2.2 dargestellt, hingen vor allem von der zellspezifi-
schen Pigmentkonzentration und -ausstattung ab [von Smekot-Wensierski et al., 1992].

005 T T T T —— 7T

Platymonas suecica
......... Cryptomonas ovata
0,04 [ )

0,03

0,02

a*in mz(mg Chl ay!

0,01

1
TR

200 450 500 350 600 650 700

A in nm

Abb. 2.2. Absorptionsspektren der Alge des griinen Zweigs Platymonas suecica und der Alge Cryptomonas
ovata des braunen Zweigs nach Daten aus der Literatur [von Smekot-Wensierski et al., 1992; Gege,
1994]. Der s?eziﬁsche Absorptionskoeffizient a* bezieht sich auf die Chl-a-Konzentration in
mg Chlam™ der Algen.

! Cyanophyta: aerob mit Hilfe von Bacteriochlorophyllen photosynthetisch aktive Spezies. Aufgrund der Zytolo-
gie werden Cyanophyta jedoch zu der Gruppe der photosynthetischen Prokaryoten gezahlt, zu denen auch die Bac-
teriophyta gehoren, welche photosynthetisch anagrob aktiv sind [s. z.B. Amesz und Vasmel, 1986].



In den Chloroplasten tritt Chl  in Form verschiedener Chlorophyll-Protein-Komplexe auf, die
sich in den Absorptionsspektren unterscheiden [s. Murata und Satoh, 1986]. Fiir In-vivo-
Untersuchungen ergeben sich ausgepriigte Absorptionsbanden im blauen (400 nm bis 450 nm)
und roten (650 nm bis 700 nm) Spektralbereich. Die spezifischen Absorptionseigenschaften
des Chl a werden demnach durch die Aggregationsbedingungen des Pigments beeinfluBt. Im
Vergleich zu monomeren Chl-a-Molekiilen in organischen Lésungsmitteln [zur Ubersicht s.
Rowan, 1989], wie beispielsweise Chl a geldst in Aceton mit den Hauptabsorptionsmaxima
bei 430 nm und 660 nm, wird bei proteingebundenen Chl-g-Komplexen von einer langwelligen
Verschiebung der Absorptionsbanden ausgegangen.

Das Makromolekiil Chl a (CssH7,N4OsMg) setzt sich aus einem modifizierten Porphyrinring
mit einem zentralen Mg-Atom und einer Phytolkette zusammen. Durch das konjugierte 1-
Elektronensystem des Porphyrinrings sind die optischen Eigenschaften des Molekiils festge-
legt. Wird ein Photon entsprechender Energie vom System absorbiert, bewirkt es einen ange-
regten Zustand des Molekiils. Der erste Anregungszustand S; wird durch die Absorption roten
Lichts hervorgerufen, wihrend die Absorption blauen Lichts einen htheren Anregungszustand
S, verursacht (Abb. 2.3). NaturgemiB werden bei Temperaturen {iber dem absoluten Null-
punkt die elektronischen Anregungszustinde der Molekiile durch Rotations- und Vibrations-
zusténde begleitet. Die Biopolymere der Pigment-Protein-Komplexe zeigen speziell eine
Kopplung der Vibrationsniveaus zwischen Pigmenten und Proteinmatrix, welche die Fein-
struktur der Absorptionsbanden beeinflussen [Rebane, 1993; Renger, 1992].

Energie
Sn e T e
ic |
O S ——
i
et
[ abs
hv, _ fl
hvy (€] hvy
I e
50 .:::_:“\l'::::::::

Abb. 2.3. Energieniveauschema von monomerem Chl a. Die Absorption von Photonen (abs) fiihrt aus dem
Grundzustand (S) zu angeregien Zustanden (S, Sy) der Molekiile, die durch strahlungslose innere
Umwandlung (ic) und durch Fluoreszenz (fl) mit hvg <hv, < hv, zuriickgesetzt bzw. durch sog. In-
tersystemcrossing (is) weitergeleitet werden [nach Owens, 1991].

Die akszessorischen Pigmente liegen in den Chloroplasten arten- und entwicklungsbedingt in
bestimmten Verhaltnissen zum Chl a ebenfalls proteingebunden vor [s. Wilhelm, 1990; Wil-
helm und Manns, 1991]. Sie erhdhen z.T. die spektrale Empfindlichkeit gerade dort, wo Chl a
schwicher absorbiert [zur Ubersicht s. Kirk, 1994]. Chlorophyll b und c besitzen eine dhnliche
Struktur wie Chl @ mit dem Unterschied verschiedener funktioneller Gruppen an den Pyrrol-
ringen. Entsprechend tiberlappen sich die Absorptionsbanden von Chlorophyll b und ¢ mit
denen des Chl a, wobei die Hauptabsorptionsbanden etwas enger im sichtbaren Spektralbe-
reich zusammenliegen. Phycobiline bestehen jeweils aus einem Chromophor, sind an spezifi-
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sche Proteine gebunden und absorbieren Licht in einem Bereich von 500 nm bis 650 nm. Die
Absorptionsmaxima der Carotinoide erstrecken sich iiber ein Wellenlingenintervall von 380 nm
bis 550 nm. Carotinoide, eine akzessorische Pigmentgruppe der Carotine und Xanthophylle,
setzen sich aus Isopreneinheiten in Form von langen Kohlenwasserstoffketten zusammen.

Neben der Pigmentausstattung bestimmt schlieBlich der Zellaufbau die Absorptionseigenschaf-
ten des Phytoplanktons. Generell wird Plankton mit den mittleren ZellausmaBen von 0,2 um
bis 2 um als Pikoplankton, von 2 um bis 20 um als Nanoplankton und von 20 pm bis 200 um
als Mikroplankton bezeichnet, d.h. in Bezugnahme auf die GréBenordnung des Lebendge-
wichts klassifiziert [Sieburth et al., 1978]. Obwohl die duBere Geometrie der Zellen vielféltig-
ste Formen zeigt, wird haufig eine Kugelform als Modellannahme zugrunde gelegt [Morel,
1990; Kitchen und Zaneveld, 1992].

Untersuchungen der Absorption von Phytoplankton, bezogen auf den Chl-a-Gehalt wie in
Abb. 2.2, ergeben den spezifischen Absorptionskoeffizienten a'(A). Anhand dieser GroBe las-
sen sich Eigenschaften der inneren und duBeren Zellstruktur in Abhéngigkeiten vom Entwick-
lungszustand dokumentieren [Kiefer et al., 1979; Dubinsky, 1992]. Verschiedene spezifische
Absorptionskoeffizienten sind durch folgende Faktoren bedingt: (i) ZellgréBe und -form; (ii)
Chloroplastengréfe, -form, -anzahl und -verteilung innerhalb der Zelle: (iii) Grad der Stapelung
der Thylakoidmembranen in den Chloroplasten; (iv) optische Eigenschaften der Thylakoid-
membranen; (v) relative Haufigkeit von Chl a und den akzessorischen Pigmenten [Bemer et al.,
1989]. Die ersten vier Faktoren beschreiben den sogenannten "package effect” und damit auch
die Selbstabschattung der Pigmente untereinander, wihrend der letzte Faktor die Pigmentaus-
stattung der Zelle charakterisiert.

2.2.2 Absorptionsinderungen des Zellmaterials

Die Entwicklung des Zellmaterials kann durch StreBfaktoren, d.h. Einfliisse jenseits vorteilhaf-
ter Lebensbedingungen, wie extreme Temperaturen, Lichtintensitéten, Nahrstoffverhaltnisse
usw., verstérkt zu einer Anderung in der Pigmentausstattung der Chloroplasten fithren [Babin
etal., 1993; Dubinsky, 1992; Heath et al., 1990]. Wie bei samtlichen Adaptionsvorgéngen
wird letztendlich auch der Zellstoffwechsel bis zu einem gewissen Grad an geénderte Umwelt-
bedingungen angepalt. Die Zeitverliufe dieser Anpassungen sind nur selten genau zu definie-
ren. Es werden langfristig evolutionsbedingte, mittelfristig modifikative und kurzfristig direkte
Anpassungen unterschieden [Schlee, 1992].

Anpassungen des Absorptionsverhaltens des Phytoplanktons an das Lichtklima beispielswei-
se in verschiedenen Wassertiefen sind bereits langer nachgewiesen und wurden als chromati-
sche Adaption beschrieben [Ruttner, 1952]. Ein Beispiel fiir die evolutionsbedingte Anpas-
sung liefern die Rhodophyta, die in Wassertiefen mit vornehmlich griinem Lichtangebot auf-
grund ihrer Pigmentierung prédestiniert existieren kénnen. Die Anpassung der Absorptionsei-
genschaften Uiber die Pigmentierung oder Zellstruktur des Phytoplanktons an eine gednderte
Lichtquantitit bzw. -qualitit kann aber auch modifizierend oder direkt und reversibel ablaufen
und wird prinzipiell als Photoadaption betrachtet [Ramus, 1978; Dring, 1981]. Fiir eine Um-
kehrbarkeit kurzfristiger Anpassungen der Pigmentverhéltnisse sind spezielle Biosynthesen
zusténdig, die z.B. Chl a tiber entsprechende Derivate auf- und abbauen kénnen [Owens und
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Falkowski, 1981; Ignatov und Litvin, 1995]. Eine angepafite Pigmentausstattung auf eine In-
tensititsinderung der Bestrahlung stellt sich an untersuchten Algen des griinen Zweigs nach
einigen Tagen ein, wobei Verinderungen der Pigmentverhéltnisse und des Chl-a-Gehaltes be-
zogen auf die Anzahl der Zellen im Stundenbereich nachweisbar sind [Berner et al., 1989].

2.3 Die photosynthetische Lichtreaktion

Der Aufbau der photosynthetischen Einheit (PSU: photosynthetically unit) steht in einem
engen funktionellen Zusammenhang zur photosynthetischen Lichtreaktion. Obgleich bestimm-
te Komponenten bislang strukturell bzw. funktionell nicht exakt entschliisselt werden konn-
ten, ergibt sich aus zahlreichen Teilergebnissen ein zunehmend fundiertes Bild der Photosyn-
these [zur Ubersicht s. Whitmarsh und Govindjee, 1996]. Es kooperieren beispielsweise eine
Vielzahl von Pigmenten, die nach der Lichtabsorption elektronische Anregungszusténde auf
das Hauptpigment {ibertragen. Diese Energieleitung, bei der es sich um einen Exzitonentransfer
handelt, findet mit einer gewissen Ubergangswahrscheinlichkeit statt und kann mit Hilfe quan-
tenmechanischer Theorien erklért werden [Fleming und van Grondelle, 1994; Eberl etal.,
1994]. In mehr als zwoIf ZeitgréBenordnungen (fs- bis ms-Bereich) finden die verschiedenen
Teilprozesse der Lichtreaktion in Form von Absorption, Exzitonentransfer und Relaxation
sowie Ladungstrennung, Ladungstransport und Rekombination statt, die den Lichtenergieum-
satz der PSU mannigfaltig steuern. Die Ubergénge, die zu einem photochemischen Energiege-
winn fithren und entsprechend beteiligte Komponenten werden anschlieSend vereinfacht und
knapp geschildert.

2.3.1 Funktionseinheiten der Lichtreaktion

An der Thylakoidmembran fixierte und mobile Molekiilkomplexe, die notwendig sind, eine
Lichtreaktion gemiB Gl. (2.2) zu realisieren, bilden eine PSU (Abb. 2.4). In Eukaryoten wird
von zwei seriell arbeitenden lichtempfindlichen Proteinkomplexen, den Photosystemen PS I
und PS II, ausgegangen, die tiber den Cytochromkomplex' (Cyt b/f) in Verbindung stehen. Mit
der Photolyse von Wasser setzt im Lumen am PS II ein vektorieller Elektronentransport durch
die Thylakoidmembran ein, der am PS I mit der Reduktion von NADP im Stromabereich abge-
schiossen wird. Zwischen den fixierten Komplexen PS II und Cyt b/f werden Elektronen durch
die in der Membran beweglichen Plastochinone (PQ) transportiert, wahrend der Elektronen-
transport zwischen Cyt b/f und PS I durch ein im Lumen bewegliches Plastocyanin PC erfolgt.
Diese Aneinanderreihung von Komplexen wird in der Literatur verschiedentlich als photosyn-
thetische Elektronentransportkette beschrieben [s. z.B. Stachelin und van der Staay, 1996].
Die Plastochinone (PQ) translozieren {iberdies, verkniipft mit dem Elektronentransport, Pro-
tonen aus dem Stroma in das Lumen, wobei sie unterdessen reduziert als PQH; vorliegen. Da-
durch wird neben der Protonenfreisetzung durch die Photolyse von Wasser die Protonenkon-

! Der Cytochromkomplex wird in der Literatur hiufig bezugnehmend auf seine Proteinzusammensetzung in eu-
karyotischen Zellen als Cytochrom b,f Komplex bezeichnet [z. B. Hauska et al., 1996].



zentration im Lumen erhsht. Die ATP-Synthetase' (CF), ein weiterer fixierter Komplex, nutzt
den bei der Lichtreaktion iiber der Thylakoidmembran entstehenden Protonengradienten als
Antrieb zur Phosphorylierung von ADP im Stroma.

Stochiometrisch variieren die Verhaltnisse zwischen den Komplexen, welche im einfachsten
Fall der Betrachtung eins gesetzt werden, in Abhéngigkeit von der Spezies und deren Adapti-
on, wie beispielsweise Untersuchungen des Verhiltnisses von PS I zu PS I anhand der Reak-
tionszentren von Falkowski et al. [1981] belegen.

Stroma

\__ Thylakoid-
/ membran

Lumen

| | |
HG PSII PQ Cytb/f PC PSI CF

Abb. 2.4. Physische Grundstruktur der photosynthetischen Einheit PSU unter Verwendung einer Darstellung
von Lexa [1996] mit PS II: Photosystem II, PQ: Plastochinen, Cyt b/f: Cytochromkomplex, PC:
Plastocyanin, PS [: Photosystem I, CF: ATP-Synthetase.

2.3.2 Ladungstrennung

Lichtinduzierte Ladungstrennungen, welche den photosynthetischen Prozef auslosen, finden
in den beiden Photosystemen PS I und PS II statt. Diese Systeme setzen sich, wie in Abb. 2.5
schematisch dargestellt, jeweils aus dem Antennenpigmentsystem? (LHC: light harvesting
complex) und einem Reaktionszentrum (RC: reaction center) zusammen; eine Betrachtungs-
weise, die sich besonders mit dem Modellvorschlag von Butler und Kitajima [1975] bzw.
Butler [1978] durchgesetzt hat. Um die Mechanismen der Ladungstrennung anhand elementa-
rer Funktionsmuster zu veranschaulichen, werden die beiden Photosysteme ohne Beriicksich-
tigung struktureller Unterschiede zunéchst einer gemeinsamen Betrachtungsweise unterworfen.

Antennenpigmente, d.h. Chl a und akzessorische Pigmente des LHC, bilden durch die Absorp-
tion aktinischen Lichts innerhalb einer Zeit von etwa 10°'° s Exzitonen aus. Neben einem An-
teil, der im Chl @ durch die Energieabgabe in Form von Wirme und Fluoreszenz relaxiert, wie

" In der Nomenklatur der Photosyntheseforschung wird die ATP-Synthetase hinsichtlich einer Unterteilung bevor-
zugt durch CF-CF, abgekiirzt [s. McCarty, 1996].

" Unter dem Antennenpigmentsystem LHC werden nachfolgend samtliche Pigmentanordnungen eines Photosy-
stems auferhalb seines Reaktionszentrums als funktionelle Einheit verstanden. Proteingebundene Substrukturen,
wie u.a. von Simpson und Knoetzel [1996] n#her ausgefuhrt, werden vernachlsssiat.
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bereits in Abb. 2.3 angedeutet, werden die Exzitonen auf benachbarte Molekiile iibertragen.
Dieser Resonanzenergietransfer vollzieht sich in Zeiten um 10" s, abhéingig von der Art der
am Ubergang beteiligten Molekiile sowie deren Abstand und Dipolausrichtung zueinander.
Verschiedene Varianten des Ubergangs wurden von Renger [1992] sowie van Grondelle und
Amesz [1986] unter Aspekten der Kristallphysik diskutiert.

In der Regel werden, wie in Abb. 2.5 durch die Pfeile markiert, innerhalb des LHC die Exzito-
nen der akzessorischen Pigmente unumkehrbar zu den Chl-a-Pigmenten weitergeleitet [Owens,
1991]. Die Chl-a-Pigmente des LHC kénnen sowohl durch {ibertragene Exzitonen als auch
durch direkte Absorption aktinischen Lichts angeregt werden, bevor der Primérdonator des RC
Exzitonen aus nahe gelegenen Chl-a-Pigmenten des LHC empféngt. Uber 90% des durch den
LHC absorbierten Lichts gelangen auf diesem Weg unter optimalen Bedingungen in einer Zeit-
grofenordnung von 107'% s zum RC [Whitmarsh und Govindjee, 1996].

>

akzessorische
Pigmente | e*

\_— )

LHC RC

Abb. 2.5. Prinzipielles Funktionsmuster der Photosysteme. Dargestellt sind das Antennenpigmentsystem LHC
und das Reaktionszentrum RC. Die Pigmente werden durch die Energie hv absorbierter Photonen an-
seregt. Entsprechend der Pfeilrichtungen konnen im Photosystem Exzitonen e bzw. Elektronen ¢’
{ibertragen werden. P, I, D und A symbolisieren Akzeptor- bzw. Donatorkomplexe des RC (Weitere
Erlauterungen siehe Text).

Allein die akzessorische Pigmentgruppe der Carotinoide zeigt zusétzlich eine Schutzfunktion
des Hauptpigments Chl a gegeniiber extrem hohen Intensitdten der Bestrahlung und Bestrah-
lungen mit hohem UV-Anteil. Vermehrt auftretende Triplett-Anregungszustande des Chl a
kénnen auf Carotinoide ibertragen werden, wodurch eine Oxidation von Chl a mit Sauerstoff
im Triplettgrundzustand verhindert wird. Aulerdem bauen Carotinoide reaktive Singulettzu-
stinde des Sauerstoffs ab, die andernfalls destruktive Oxidationen photosynthetischer Kom-
ponenten verursachen kénnen [Lawlor, 1990]. Uberschiissige Energie wird, wie von Demming-
Adams [1990] beschrieben, von den Carotinoiden aufgenommen und zum Teil dissipativ abge-
geben, wodurch sich die in Abs. 2.1 erwéhnte Photoinhibition, d.h. eine voriibergehend ver-
minderte Photosyntheserate, einstellt.

Sinnbildlich lassen sich die LHC der Photosysteme als eine Art Trichter fiir das einfallende
Licht verstehen. Aufgrund dessen, daB Chl a sowohl Antennenpigmente als auch die Primér-
donatoren der Reaktionszentren in den Photosystemen stellt, wird es als das Hauptpigment
der Photosynthese bezeichnet. In der Regel wird davon ausgegangen, dal} der Primérdonator P,
der aus einem speziellen, jeweils dem Reaktionszentrum entsprechendem Chl-g-Dimer be-
steht, vor allem durch Exzitonen aus dem Antennenpigmentsystem angeregt wird. Eine direkte
Absorption bzw. Lichtanregung des Primérdonators, die grundsétzlich moglich ist, wird weit-
hin vernachlissigt, da auf einen Primérdonator mehr als einhundert Antennenpigmente entfal-
len [Renger et al., 1987; Pélsson et al., 1995].

11



Ein Reaktionszentrum RC im Photosystem erfihrt die unmittelbare Anregung des Primérdona-
tors P durch ein Exziton e* bzw. im Fall isolierter RC durch ein entsprechendes Photon gemiB
Ubergang (2.7a), gefolgt von der Sequenz (2.7b). In dieser findet die Ladungstrennung durch
Ausbildung eines Radikalpaars, bestehend aus dem oxidierten Primardonator und dem redu-
zierten Primérakzeptor, statt [zur Ubersicht s. Angerhofer und Bittl, 1996]. Diese Ladungs-
trennung wird durch die Ubertragung des Elektrons (2.7¢) vom Primérakzeptor I auf den Se-
kundérakzeptor A stabilisiert. Ein Elektron des Sekundirdonators D neutralisiert hingegen die
zuriickgebliebene positive Ladung am Primirdonator im Reaktionsschritt (2.7d), womit P wie-
derum im Grundzustand vorliegt.

DPIA —3DPTA (2.72)
DPTA —SDPTA (2.7b)
DPTTA ——=DP'I A (2.7¢)
DPTA — 5SD'PI A (2.7d)

Wéhrend sich die unmittelbare Anregung (2.7a) unterhalb 1072 s vollzieht, findet die primére
Ladungstrennung (2.7b) in einer Zeit von 10! s statt. Die Folgesequenz (2.7¢) dauert zwi-
schen 10" s und 107'% 5. In Abhangigkeit von den Photosystemen unterscheidet sich die Zeit
fiir den Ubergang (2.7d) um GréBenordnungen, wobei fiir das Reaktionszentrum des PS II eine
Zeitum 107 s und fiir das des PS I um 10 s abgeschtzt wird [Diner und Babcock, 1996 so-
wie Malkin, 1996).

Maogliche Riickreaktionen, die in den Gln. (2.7a bis d) nicht beriicksichtigt sind und nach But-
ler [1978] quasi allein fiir das PS II kennzeichnend auftreten, erhghen die Exzitonendichte in
den Chl-a-Antennenpigmenten durch Riickiibertragung vom RC zum LHC (Abb. 2.5), womit
die Relaxationsrate in Form verstérkter Warmeabgabe und Fluoreszenzemission zunimmt.
Riickreaktionen treten verstéirkt dann auf, wenn es im Reaktionszentrum zu einem verminder-
ten Ladungsabfluf kommt. Im Extremfall, wenn keine Ladungen abflieBen, d.h. Donatoren oxi-
diert bzw. Akzeptoren reduziert vorliegen, geht das Reaktionszentrum in einen sogenannten
geschlossenen Zustand tiber, wodurch sich die gréBtmogliche Relaxationsrate einstellt.

In der Struktur unterscheiden sich die beiden Photosysteme u.a. wesentlich durch die protein-
gebundene Komplexstruktur der Antennenpigmente und deren Anlagerung an das jeweilige
Reaktionszentrum. Zudem zeigen sich Verschiedenheiten in der Unterstruktur, Pigmentkom-
position und -konzentration der den Photosystemen entsprechend zugehorigen LHC I bzw.
LHC II, woraus schlieBlich die spezifischen optischen Eigenschaften der Systeme resultieren
[zur Ubersicht s. Simpson und Knoetzel, 1996 sowie Melis, 1996]. Die Pigmentanordnung
hinsichtlich des Energietransports 148t sich, wie von Eliseeva und Kukushkin [1991] fiir

LHC II gezeigt, durch Matrixmodelle vertréglich beschreiben.

Heterogenitéten der Photosysteme konnen nach Lavergne und Briantais [1996] fiir PS II in
dynamisch und statisch unterteilt werden. Als dynamisch gelten dabei Zustandsiiberginge
(‘state transitions’), die die Energieverteilung zwischen PS I und PS II verschiedenen Lichtge-
gebenheiten kurzfristig anpassen', um den Ladungstransport zu optimieren. Durch eine vor-
ibergehende Phosphorylierung des LHC II, die diesen Komplex partiell umstrukturiert und

! Kurzfristige Anpassung bezieht sich an dieser Stelle auf eine ZeitgroBenordnung im Minutenbereich, vergleich-
bar den Adaptionen in Abs. 2.2.2 und steht deshalb nicht im direkten Zusammenhang mit den kurzen Zeiten der
Mechanismen zur Ladungstrennung.
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wahrscheinlich von reduzierten Plastochinonen und/oder einem reduzierten Cytochromkom-
plex in der Elektronentransportkette ausgeht, wird letztendlich das Verhiltnis der Absorpti-
onskoeffizienten zwischen PS IT und PS I zugunsten von PS I verschoben [Melis, 1996]. Es
wird angenommen, daf} diese Strategie in einzelligen Algen des griinen und blauen Zweigs vor-
herrschend aufiritt [Lavergne und Briantais, 1996].

Sogenannte ‘spillover’, d.h. quasi direkte Exzitoneniibertragungen' zwischen den beiden Pho-
tosystemen vom LHC II zum LHC I, werden insbesondere an Phycobiline gebunden und da-
mit fiir Algen des roten und blauen Zweigs betrachtet [Wolfe und Hoober, 1996]. Zu den stati-
schen Heterogenititen zihlt das Vorkommen verschieden groBer PS II-Typen, PS Il und

PS 1Ig. Es wird davon ausgegangen, daf® die LHC II der PS Il zwei bis drei mal so grof3 sind
wie die der PS IIp [Hemelrijk und van Gorkom, 1996]. Die PS Ilo funktionieren dabei unter-
einander iiber einen Exzitonenaustausch kommunikativ, wahrend die PS IIB isoliert arbeiten.
Ahnliche Heterogenititen der PS I, wie von Albertsson [1995] zusammengefafit, fiihren zu
einer gleichartigen Unterscheidung in PS I und PS IB.

Die Exzitoneniibertragung innerhalb der Photosysteme ist ferner vom LHC I zum Primérdona-
tor (P7go) des RC I drei mal schneller als die vom LHC II zum Primérdonator (Pggo)” des RC 11,
womit generell der Exzitoneneinfang (‘trapping’) einschlieBlich der Ladungstrennung desPSI
schneller als der des PS II verlauft. Trissl und Wilhelm [1993] interpretieren dies im Endeffekt
zusammen mit einer spezifischen separaten Anordnung der Photosysteme PS I und PS I als
eine Strategie zur Steigerung der photosynthetischen Effizienz.

SchlieBlich unterscheiden sich die bislang allgemein betrachteten Redoxkomponenten elementar
hinsichtlich der den Photosystemen entsprechenden zwei Reaktionszentren, wie z.B. von He
und Malkin [1997] ausfithrlicher dargelegt und in der nachfolgenden Tab. 2.1 gegeniiberstellend
zusammengefalit.

Redoxkomponente RCT RCI

zweiter Donator (D) Tyrosin (Y7) Plastocyanin (PC)
erster Donator (P) Chl-a-Dimer (Pgg) Chl-a-Dimer (Pyg)
erster Akzeptor (I) Phaeophytin a (Pheo) Chl-a-Monomer (A;)
zweiter Akzeptor (A) Plastochinon (Q,) Phyliochinon (A;)
dritter Akzeptor (B) Plastochinon (Qz) FeS-Zentren (F,)

Tab. 2.1. Redoxkomponenten der Reaktionszentren, aufgelistet entsprechend der Zugehorigkeit zum jeweiligen
Photosystem [in Anlehnung an Wolfe und Hoober, 1996]. Es sei angemerkt, daB Qa und Qs auch als
erster und zweiter Chinonakzeptor des PS II bezeichnet werden.

Wihrend sich die Primérdonatoren (P) und Primérakzeptoren (I) aus speziellen Pigmenten
zusammensetzen, trigt der Sekundérakzeptor (A) jeweils Chinoncharakter. Die Sekundérdona-
toren (D) werden im RC I durch ein im Lumen bewegliches kupferhaltiges Eiweill und im

| Verschiedenen Orts wird in der Literatur der Begriff *spillover’ allgemein zur Beschreibung einer Anpassung der
Energieverteilung zwischen LHC II und LHC I benutzt [z.B. Renger, 1982; Lawlor, 1990]. Aufgrund fortlaufen-
der Untersuchungen verschiedenartiger Optimierungsmechanismen zur Energieverteilung zwischen den Antennen-
pigmentsystemen haben sich gegenwirtig differenzierte Begriffsbelegungen ergeben [s. z.B. Wolfe und Hoober,
1996, Staehelin und van der Staay, 1996].

2 Die Indizierung der Primardonatoren bezieht sich jeweils auf das langwellige Absorptionsmaximum des Chl-a-
Dimers im entsprechenden RC.
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RC II durch Aminossuren-Tyrosin gebildet. Die Akzeptoren (B), im RC I durch ein FeS-
Eiweifl und im RC II durch ein weiteres Chinon verkorpert, sind nicht mehr direkt an der La-
dungstrennung sondern ausschlieBlich am folgend dargelegten Ladungstransport beteiligt.

2.3.3Ladungstransport

Die Lichtreaktionen der beiden Photosysteme sorgen neben der Ladungstrennung fiir die not-
wendige Zufuhr an Energie, mit der die Elektronen im Transport eine Redoxpotentialdifferenz
von 1,2 V zwischen H,O (+0,8 V) und NADP (-0.4 V) iiberwinden. Zur Veranschaulichung
wird hiufig das sogenannte Z-Schema (Abb. 2.6) herangezogen, in welchem die beteiligten Re-
aktionskomponenten beziiglich ihrer mittleren Redoxpotentiale und der Richtung des Elektro-
nentransports angegeben werden.

% ™
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Abb. 2.6. Z-Schema der photosynthetischen Lichtreaktionen [nach Whitmarsh und Govindjee, 1996]. Die ver-
schiedenen Anregungsenergien sind durch Photonen mit hv; und hvy dargestellt. LHC I und II sowie
entsprechende Exzitonen wurden in der vorliegenden Abbildung vernachléssigt. Die diametralen Punk-
te des Elektronentransports sind durch Wasser als Donator und NADP als Akzeptor gekennzeichnet.
Elektronen gelangen vom Wasser iiber den Sauerstoff entwickelnden Komplex OEC (Oxygen Evol-
ving Complex) zum RC II, von dort aus iiber den Cytochromkomplex Cyt b/f unter Beteiligung des
Plastochinons PQ und des Plastocyanins PC zum RC 1, und von diesem schlieBlich iiber Ferredoxin
Fd und Ferredoxin-NADP-Reduktase FNR zum NADP (Weitere Abkiirzungen sind in der Tab. 2.1
vermerkt).

Liegt die lichtinduzierte Ladungstrennung stabilisiert gemaf dem rechten Term der Gl. (2.7d)
vor, schliefit sich der weitere Elektronentransport an, dessen Weg vor allem durch die Energe-
tik der Reaktionen und den Abstand der Reaktionskomponenten vorgegeben ist [Whitmarsh
und Govindjee 1996]. Diese Komponenten besitzen im Gleichgewicht jeweils ein mittleres
Redoxpotential (Abb. 2.6), welches ihre Elektronenaffinitit charakterisiert. Der Elektronen-
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transport erfolgt somit entsprechend des energetischen Gefilles von niedrigeren (negativeren)
zu hoheren (positiveren) Potentialniveaus.

Das Phinomen der Wasserspaltung setzt am Sauerstoff entwickelnden Komplex OEC, der aus
einem manganhaltigen Enzymsystem besteht, unter der Voraussetzung ein, daf vier Defekt-
elektronen' aus dem RC II zur Verfiigung stehen [zur Ubersicht s. Britt, 1996]. Dabei liegt der
mit dem RC II verbundene OEC in einem Redoxzustand S; vor, miti= 0,..., 3 als Kennzeich-
nung der Anzahl gespeicherter Defektelektronen [Renger, 1982]. Durch eine Elektronenabgabe
des OEC an den oxidierten Sekundérdonator Y~ des RC II erh6ht sich der entsprechende Re-
doxzustand, so daB sich S;-; einstellt. Mit der Erlangung des Zustands S, rekombiniert OEC
mit zwei Wassermolekiilen und geht durch die Aufnahme von vier Elektronen in den Grundzu-
stand S, liber, wobei ein Sauerstoffmolekiil O, und vier Protonen im Lumen freigesetzt wer-
den. Die Reaktionszeit der Wasseroxidation belduft sich auf etwa 1 ms, wahrend die Uber-
gangszeiten der Elektronen vom OEC zum Y abhéingig vom Redoxzustand S; des OEC zwi-
schen 0,1 ms und 0.8 ms liegen. Wie Untersuchungen von Kok et al. [1970] zeigen, liegt nach
einer Dunkeladaption der Redoxzustand S, weitaus hufiger als der Grundzustand S vor.

Bei fortwihrender Lichtreaktion wird der Sekundirdonator Yz des RC II durch Pgg sténdig
erneut oxidiert und im Gegenzug durch den OEC reduziert. Infolgedessen gelangen Elektronen
vom Wasser iiber die Ladungstrennung geméB der Gln. (2.7a-d) zum zweiten Akzeptor Qa,
welcher seinerseits durch den dritten Akzeptor Qg oxidiert wird (Gl. 2.8a). Im Gegensatz zu
Q4 kann Qg doppelt reduziert werden und ist lediglich voriibergehend am RC II gebunden.
Nach vollstindiger Reduktion und der Anlagerung von zwei Protonen aus dem Stroma nimmt
der Akzeptor die reduzierte Form QgH, an, 16st sich von der Qg-Bindungsstelle des RC I und
geht als PQHS in die Thylakoidmembran tiber. Die vakante Qp-Bindungsstelle wird durch ein
im Grundzustand befindliches Plastochinon PQ aufgefiillt (Gl. 2.8b). Das reduzierte Plasto-
chinon PQH, iibernimmt nun als bewegliche Komponente innerhalb der Thylakoidmembran
eine Doppelfunktion. Einerseits transportiert es Elektronen vom RC II zum Cytochromkom-
plex Cyt b/f und andererseits transloziert PQH, zugleich Protonen von der Auflen- zur Innen-
seite der Membran (Gl. 2.8¢). Die Uberginge wurden durch Crofts und Wraight [1983] folgen-
dermalenformuliert:

@, 0 —E—+ 0,05 »Q,Qs ———QaQz (2.82)
Q305 + PQ—2 5 Q,QgH, + PQ——Q,Q; + PQH, (2.8b)
PQHy ———>PQ + 2H™ + 27 (2.8¢)

Fiir GL. (2.8a) liegt die Dauer des Ubergangs zwischen 0,1 ms und 0,6 ms, fur Gl. (2.8b) bei

1 ms und fiir GL. (2.8c) zwischen 1 ms und 15 ms [s. z.B. Falkowski und Raven, 1997]. Riick-
reaktionen, die in den obigen Gleichungen nicht berticksichtigt wurden, sind nach Crofts und
Wraight [1983] fiir die Sequenzen der Gl. (2.8a) méglich.

! In Anlehnung an die Kristallphysik werden Defektelektronen als zuriickbleibende positive Ladungen eines Dona-
tors nach seiner Oxidation, d.h. nach dem Entzug von Elektronen, bezeichnet. (Anmerkung: Zur Beschreibung der
photosynthetischen Energieiibertragung werden verschiedentlich Berrachtungsweisen und zugehérige Begriffe aus
der Festkorperphysik verwendet [s. auch Hu und Schulten, 1997].)
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Einem RC Il ist ein Primirdonator Pegy sowie ein Plastochinon Q4 zu eigen. Da die Plasto-
chinone PQ bezogen auf den Akzeptor Q, in einem Verhaltnis von 5:1 bis 20:1 vorliegen
[Falkowski und Raven, 1997], wird von einem sogenannten Plastochinonspeicher
(‘plastoquinone pool’) innerhalb der PSU ausgegangen. Im Grundzustand diffundieren die ein-
zelnen Plastochinone dieses Speichers durch die Membran, bis sie aufgrund zufilliger Zusam-
menstdfie vakante Qg-Bindungsstellen eines RC II besetzen [Whitmarsh und Govindjee,
1996]. Die Diffusion der reduzierten Plastochinone PQH, fiihrt hingegen zum zufilligen Zu-
sammentreffen mit einer freien spezifischen Bindungsstelle eines Cytochromkomplexes Cyt
b/f, an dem sie oxidiert werden. Infolge dieser Diffusionsprozesse und der zweidimensionalen
Anordnung der Komponenten in der Membran, wie in Abb. 2.4 angedeutet, 140t sich streng
genommen keine funktionell eindeutige Zuordnung der Komponenten zu einer ‘bestimmten’
photosynthetischen Einheit angeben.

Am Cytochromkomplex Cyt b/f wird der mit Hilfe der Plastochinone transportierte Wasser-
stoff wieder in Protonen und Elektronen zerlegt. Dieser membrangebundene Komplex Cyt b/f
beinhaltet einen Verband von Redoxzentren [s. Hauska et al., 1996], von denen das FeS-
Protein und das Cytochrom f unmittelbar am Elektronentransport beteiligt sind. Uber diese
Zentren gelangen zwei Elektronen aufeinanderfolgend an die Bindungsstelle fiir das Plastocya-
nin PC. Als Zeit fiir die Reduktion des PC wird von Falkowski und Raven [1997] etwa 1 ms
angegeben. Auflerdem wird die Oxidation des PQH, gemiB Gl. (2.8c) von der Protonenabgabe
begleitet. Die Protonen werden in das Lumen geschleust und tragen neben den bei der Wasser-
spaltung freigesetzten Protonen zur Erhohung ihrer Konzentration im Lumen bzw. zur Ent-
wicklung des Protonengradienten {iber der Thylakoidmembran bei.

Zwischen dem Cytochromkomplex und dem Primérdonator Pygo des PS I werden die Elektro-
nen im Lumen entlang der Innenseite der Thylakoidmembran mittels Plastocyanin' iibertragen.
PC arbeitet diesbeziiglich, wie in Abs. 2.3.2 vorgestellt, als Sekundirdonator des PS I bei einer
Ubergangsdauer von 0,2 ms. Entsprechend der Diffusion der Plastochinone PQ zieht laut
Whitmarsh und Govindjee [1996] auch die Diffusion der Plastocyanine eine Interaktion mehre-
rer PS I und Cytochromkomplexe nach sich. Uberdies hangt die Beweglichkeit des PC, wie von
Gross [1996] diskutiert, in einem gewissen MaB von der sich ausbildenden Protonenkonzen-
tration im Lumen ab.

Nach der Ladungstrennung im RC I, die durch den zweiten Akzeptor A| des RC I stabilisiert
wird, gelangen die Elektronen in einer Zeit zwischen 10" s und 1077 s von A, zum dritten Ak-
zeptor Fy. Dieser Akzeptor wird iiber ein weiteres Intermediat > oxidiert, welches seinerseits
Ferredoxin Fd reduziert. Der Elektroneniibergang von F, zu Fd benotigt nach Falkowski und
Raven [1997] eine Zeit von weniger als 0,1 ms, wihrend He und Malkin [1997] verschiedene
Zeiten fir die Reduktion von Fd anfiihren, die auf noch nicht vollstindig geklirte Ubergangs-
mechanismen zuriickgehen. An der AuBenseite der Thylakoidmembran werden die Elektronen
von Fd iiber das Enzymsystem Ferredoxin-NADP-Reduktase (FNR) auf NADP * iibertragen,
welches dann reduziert als NADPH letztendlich Ladungen zur CO»-Fixierung im Calvin-
Zyklus beisteuert.

! Plastocyanin kann nach Gross [1996] unter Kupfermangel durch ein Cytochrom c ersetzt werden.

* Das Intermediat wurde in Abb. 2.6 als Redoxkomponente vernachldssigt. Es handelt sich um ein weiteres eisen-
schwefelhaltiges Protein F/Fj [s. z.B. Malkin, 1996].

* NADP wurde bereits in Abb. 2.1 als oxidiertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat eingefiihrt, wobei auf
eine explizite Kennzeichnung einer positiven Ladung im Sinne von NADP verzichtet wurde.
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Die stéchiometrische Zusammensetzung der Komplexe in der Thylakoidmembran héngt, wie
in Abs. 2.3.1 erwzhnt, von den Aufwuchsbedingungen der Zellen ab. Untersuchungen von
Neale und Melis [1986] dokumentieren eine lichtadaptierte Zellentwicklung, bei der das Ver-
haltnis von RC II zu RC I fiir schwachlichtadaptierte Zellen etwa eins betrégt, wihrend

es fiir starklichtadaptierte Zellen auf fast zwei ansteigt. Gleichfalls variieren die GroBen der
zugehérigen Antennenpigmentsysteme in der Form, dal’ der Chlorophyligehalt (Chl a + 5)
schwachlichtadaptierter Zellen zunimmt. Im wesentlichen lassen sich die fur eine bestimmte
Spezies ermittelten Zahlenverhiltnisse innerhalb einer Toleranz von ungefihr 20% auf anderes
Zellmaterial iibertragen [Whitmarsh, 1598].

Mit dem Elektronentransport vom Lumen durch die Thylakoidmembran in das Stroma ist, wie
durch Gl. (2.8c) angedeutet, der entgegengesetzte Transport von Protonen gekoppelt. Bei der
Lichtreaktion entwickelt sich {iber der Membran ein Protonengradient, der die Phosphorylie-
rung des ADP iiber die ATP-Synthetase antreibt [zur Ubersicht s. McCarty, 1996]. Anderun-
gen dieses Protonengradienten haben einen riickwirkenden Einfluf auf den Elektronentrans-
port, wie Untersuchungen von Schénknecht et al. [1995] belegen. Es wird von einer Regulie-
rungsfunktion in bezug auf iiberschiissige Anregungszustande ausgegangen, wobei die moleku-
laren Mechanismen bislang grofteils ungeklért sind. Fiir den Elektronentransport gehen Kra-
mer und Crofts [1996] davon aus, daB die Zustandsiibergénge des OEC, die Oxidation des
PQH, am Cyt b/f und das mittlere Redoxpotential des PC im Lumen beeinflulit werden.

Vorangehend wurde der Elektronentransport linear (nichtzyklisch) beschrieben. Dies setzt ein
Transportverhaltnis der Konzentrationen [H™]/[e] von eins voraus, das jedoch anhand von
Messungen hiufig niher bei einem Wert von zwei gefunden wurde [Falkowski und Raven,
1997]. Besonders darauf gestiitzt wird angenommen, daf} tiber zwei weitere Redoxzentren
(Cytochrome bg) des Cytochromkomplexes Elektronen aus der Oxidation des PQH; intern zu
einer zweiten Bindungsstelle des Cytochromkomplexes gelangen, an der Plastochinone zusétz-
lich reduziert werden konnen. Darauf basierend 148t sich ein sogenannter Q-Zyklus formulie-
ren, durch den sich das gemessene [H)/[e7] -Verhaltnis erklaren 146t [s. Hauska et al., 1996].
Dariiber hinaus werden in der Literatur z.B. von Arnon [1995] verschiedene Hypothesen zu
nichtlinearen Ladungstransportwegen, wie u.a. zyklische Elektronenfliisse um PSTund PSII,
hinsichtlich der funktionellen und strukturellen Einordnung innerhalb der Gesamtkonzeption
der PSU diskutiert.

Der theoretisch minimale Energiebedarf der Lichtreaktion zur Freisetzung eines 0,-Molekiils
betréigt 8 hv, d.h. jeweilig sind mindestens vier Lichtreaktionen der beiden seriell arbeitenden
Photosysteme notwendig, um molekularen O; zu bilden. Durch Messungen unter optimalen
Bedingungen wurde u.a. auch fiir Algen ein Verhéltnis von 8 bis 10 hv pro O,-Molekiil besté-
tigt [zitiert in Whitmarsh und Govindjee, 1996]. Eine Limitierung des Elektronentransports
erfolgt zwischen PS II und PS I konkret durch den Ubergang Gl. (2.8¢), der den langsamsten
Schritt in der Abfolge der Reaktionssequenzen zwischen HyO und NADP darstellt.

Verschiedene physiologisch toxische Stoffe wirken als kiinstliche Redoxsysteme an bestimm-
ten Punkten der Elektronentransportkette, so daB der photochemische Energieumsatz ge-
hemmt oder blockiert wird [zur Ubersicht s. Lawlor, 1990]. Sie werden nicht allein als Pflan-
zengift, sondern héufig zur Untersuchung der photosynthetischen Lichtreaktion eingesetzt,
wie noch im folgenden fiir ein Beispiel dargelegt wird.
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2.4 Fluoreszenzemission

Ein Teil der durch Algen absorbierten Lichtenergie wird. entsprechend Gl. (2.1), in Form des
Fluoreszenzlichts reemittiert. Es handelt sich vor allem um die als prompt oder spontan be-
zeichnete Fluoreszenzemission der Antennenpigmentsysteme, die etwa 2% bis 5% der absor-
bierten Lichtintensitét betrifft [Lichtenthaler und Rinderle, 1988]. Vernachlissigt werden hin-
gegen Lumineszenzen, wie die verzogerte Fluoreszenz und die Phosphoreszenz, deren Beitrag
zur Reemission im Vergleich zur prompten Fluoreszenz um GroBenordnungen geringer ist
[Hoff, 1986, Schmidt, 1988]. Fiir die In-vivo-Fluoreszenzemission' wird nach Falkowski und
Kiefer [1985] ferner davon ausgegangen, daf die akzessorischen Pigmente kaum fluoreszieren,
da Exzitonen dieser Pigmente fast vollstindig und unumkehrbar auf Chl ¢ iibertragen werden.
Mindestens 95% der In-vivo-Fluoreszenzemissionen entstehen bei physiologischen Tempera-
turen am PS II, was u.a. auf einen um den Faktor fiinf langsameren Exzitonentransfer im Ver-
gleich zu PS I zuriickgefiihrt wird [Owens, 1991]. Daraus resultiert, wie im Anschlufl kurz
dargestellt, zum einen das Spektralverhalten und zum anderen die Kinetik der In-vivo-
Fluoreszenzemission.

2.4.1 Spektralverhalten der Fluoreszenzemission

Malfigebliche Kenntnisse iiber die Fluoreszenzemission von Pigmenten gehen auf Untersu-
chungen von Stokes (19. Jh.) zuriick, wonach das F luoreszenzspektrum im Verlauf unabhéngig
von der Wellenlénge des Anregungslichts ist und gegeniiber der langwelligsten Absorptions-
bande langwellig verschoben auftritt [zitiert in Duysens, 1986].

Unter Bestrahlung mit aktinischem Licht fluoreszieren eukaryotische Algen im roten Spektral-
bereich. Das typische In-vivo-Fluoreszenzspektrum eukaryotischen Zellmaterials zeigt der
Verlaufin Abb. 2.7. beispielhaft. Fiir monomeres Chl a, gelsst in Aceton, wird von Rowan
[1989] der Peak der In-vitro-Fluoreszenz® bei einer Wellenlinge von 668 nm angegeben, wobei
dhnlich wie bei dem in Abs. 2.2.1 beschriebenen Absorptionsverhalten von einer langwelligen
Verschiebung fiir proteingebundene Chl-a-Molekiile ausgegangen wird. Algen des griinen
Zweigs zeigen bei physiologischen Temperaturen einen Peak bei einer Wellenlinge von etwa
685 nm, Algen des braunen Zweigs hingegen geringfiigig abweichend héufig bei etwa 681 nm
[Govindjee und Satoh, 1986]. Begleitet wird dieser Peak von einer Nebenbande bei einer Wel-
lenlénge von ungeféhr 740 nm.

Eine Fluoreszenz im blauen bzw. griinen Spektralbereich entsteht durch Bestrahlung mit UV-
Licht und wird, wie von Stober und Lichtenthaler [1992] beschrieben, zur Untersuchung terre-
strischer Pflanzen genutzt, weniger bislang fiir Algen.

! In vivo: am lebenden Objekt (im Leben), wird in Bezug auf Fluoreszenz von Zellmaterial als Kennzeichnung der
Beobachtung auBerhalb des natiirlichen Lebensraums verwendet, wihrend in sifu: an Ort und Stelle (in Lage),
hingegen die Beobachtung innerhalb des natiirlichen Lebensraums kennzeichnet.

? In vitro: unter kiinstlichen Bedingungen (im Glas), bezeichnet eine Beobachtung der Fluoreszenz an separierten
Zellsubstanzen (z.B. extrahiertes Chl a).

(Anmerkung: Die genannten Kennzeichnungen lassen gelegentlich gewisse Unschirfen untereinander zu.)
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Abb. 2.7. Spektrale Fluoreszenzemission von Spinatchloroplasten bei einer Temperatur von 298°K [iibernom-
men aus Murata und Satoh, 1986]. (Das Spektralverhalten der Fluoreszenz bei tiefen Temperaturen
wird ebenda eingehend diskutiert.)

2.4.2 Kinetik der Fluoreszenzintensitit

Wird dunkeladaptiertes Zellmaterial durch ein aktinisches Licht konstanter Intensitiit bestrahlt,
158t sich die Fluoreszenzinduktion, d.h. der sogenannte Kautsky-Effekt beobachten [zur Uber-
sicht s. Lichtenthaler, 1992]. F(t), die Intensitét der spontanen Fluoreszenzemission in Ab-
hingigkeit von der Zeit ergibt einen qualitativ charakteristischen Verlauf in Form eines schnel-
len Anstiegs auf ein Maximum, gefolgt von einem langsameren Abklingen iibergehend in eine
stationdre Phase. Es ist leicht vorstellbar, daB der Verlauf schwer zu interpretieren ist, wenn
sich die einzelnen Redoxprozesse der Lichtreaktion iiberlagern und auf die Kinetik zurtickwir-
ken. Genau dieses ist jedoch der Fall, wie eingehender von Govindjee und Satoh [1986] sowie
Krause und Weis [1991] beschrieben wurde.

Jede ermittelte Fluoreszenzinduktionskinetik spiegelt in einem gewissen Mal} den momenta-
nen Vitalitdtszustand des untersuchten Zellmaterials wider. Einen weiteren wesentlichen Ein-
fluB auf den Fluoreszenzintensititsverlauf eines bestimmten Zellmaterials iiben experimentelle
Parameter aus, wie von Renger und Schreiber [1986] z.B. fiir die Anregungsintensitit, die
Temperatur und die Dunkeladaptionszeit dargestellt. Aufgrund dessen lassen sich nicht pau-
schal Zeiten fiir das Eintreten des Maximums bzw. der stationdren Phase angeben.

Wegen der eingangs (Abs. 2.4) genannten Voraussetzung, daB die In-vivo-Fluoreszenz vom
Chl @ des PS IT ausgeht und infolge der riickwirkenden Mechanismen der Ladungstrennung,
dargelegt in Abs. 2.3.2, spielt der Funktionszustand des RC II hinsichtlich der Interpretation
der Kinetik die entscheidende Rolle [s. auch Barber etal., 1989].

Nach einer Dunkeladaption wird davon ausgegangen, daB die Redoxkomponenten der PSU im
Grundzustand vorliegen. RC II entspricht in diesem Fall dem Ausgangsterm der Gl. (2.7a), der
gleichermaBen den ‘offen’ genannten, oxidierten Zustand des RC II bezeichnet. Die Mindest-
dauer der Dunkeladaption betrégt in der Regel etwa 10° s, die sich nach Biichel und Wilhelm
[1993] in Abhéngigkeit von der Spezies verdndern und flir einige Algenarten auch mehr als
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verdoppeln kann. Nach dieser Zeit wird davon ausgegangen, dafl Relaxationen und Riickreak-
tionen, die z.B. zur verzégerten Fluoreszenz fithren, abgeschlossen sind und eine quasi repro-
duzierbare Ausgangssituation vorliegt.

Mit dem Einsetzen einer Bestrahlung durch aktinisches Licht konstanter Intensitit breitet sich
zun#chst die absorbierte Energie innerhalb der Antennenpigmentsysteme der photosyntheti-
schen Einheiten aus, wovon der schnelle Fluoreszenzintensititsverlauf bis zum Erreichen einer
Grundfluoreszenz F, bestimmt wird. F,, selbst wird oft als die Fluoreszenzintensitit angese-
hen, bei der ausschlieBlich offene RC II vorliegen, d.h. diese Zentren bereit sind, Exzitonen aus
LHC I1 maximal zur Ladungstrennung gem#f den Gin. (2.7a-d) zu nutzen. Der Bezug zwi-
schen den schnellen Prozessen im PS II und der Grundfluoreszenz unterliegt im Detail einer
kontroversen Diskussion [s. Trissl et al. 1993].

Im Gegensatz zur Grundfluoreszenz F,, wird fiir die Maximalfluoreszenz F. davon ausgegan-
gen, dali Q4 im reduzierten Zustand, entsprechend dem Reaktionsprodukt der Gl. (2.7d) vor-
liegt und weitere Ladungstrennungen nicht stabilisiert werden kénnen. Die Exzitonen gelangen
vom reduzierten (geschlossenen) RC II zuriick zum LHC I, in welchem demzufolge die Exzi-
tonendichte, d.h. die Anzahl der Anregungszustdnde des Chl & maximal zunimmt, womit sich
die entsprechende Fluoreszenzintensitit F,, einstellt. Fiir vitales Zellmaterial kann mittels des
kiinstlichen Redoxsystems DCMU ' die Qp-Bindungsstelle des RC II blockiert werden, wo-
durch Q4 nach der ersten Ladungstrennung im reduzierten Zustand verbleibt und die Fluores-
zenzintensitdt umgehend von F, auf einen stationiren Wert F,, ansteigt, wie in Abb. 2.8 der
gestrichelte Intensitatsverlauf mit der Markierung durch den Buchstaben m andeutet.

Fluoreszenzintensitit
in willkiirlichen Einheiten
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Abb. 2.8. Fluoreszenzinduktionskinetik dunkeladaptierter Spinatblitter (durchgezogene Kurve) angeregt durch
blaues Licht mit 10 Wm™ und detektiert im roten Spektralbereich [nach Kurven von Renger und
Schreiber 1986]. Die charakteristischen Niveaus der Fluoreszenzintensitit sind durch Buchstaben mar-
kiert: O, origin; I, intermediary; D, dip: P, peak; S.. S;, semi steady states; M, Ma, relative maxima;
S;, terminal steady state. S; wird in der Literatur auch verschiedentlich als T benannt. Fiir den Fall
der DCMU-Behandlung eukaryotischer Zellen wird ein typischer Verlauf der Fluoreszenzintensitat an-
genommen (gestrichelte Kurve), wobei der Buchstabe m das absolute Maximalniveau der Fluoreszen-
zintensitét kennzeichnet [s. Owens, 1991]. Die willkiirlichen Einheiten wurden fiir beide Kurven
gleich gewihlt.

' DCMU bezeichnet 3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-Dimethylharnstoff, landldufig als Pflanzengift ‘Diuoron’ bekannt.
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Der Intensititsverlauf ab der Grundfluoreszenz F,, zeigt verschiedene Niveaus des Kautsky-
Effekts, wie fiir ein Beispiel in Abb. 2.8 anhand der durchgezogenen Kurve dargestellt. Die
typischen Kurvenniveaus der Fluoreszenzintensitdt, gekennzeichnet durch O, 1, D, P, §;, M,,
S,. My, S;, werden zum Teil auch als Indizes in der gleichrangigen Schreibweise der Fluores-
zenzintensitéten F,, F;. F, benutzt, wobei das Endniveau S; dann als F, bezeichnet wird [s.
Briantais et al., 1986].

Vom Grundniveau (O) bis zum Peak (P) wird die Anstiegsphase der Kinetik (Abb. 2.8) vor-
wiegend allein vom Funktionszustand der RC II bestimmt, da sich diese Phase auch an unge-
koppelten PS II zeigt [Briantais et al., 1986]. Es wird in Verbindung mit den Zwischenniveaus
(I) und (D) davon ausgegangen , daB der Akzeptor Q4 gemaB GL. (2.8a) oxidiert, reduziert und
reoxidiert wird, bis die Kapazitit des Plastochinonspeichers PQ maximal ausgenutzt ist. Die
RC II sind dann innerhalb der Fluoreszenzinduktionskinetik maximal reduziert und es ergibt
sich die Fluoreszenzintensitét F,,. Fiir ungekoppelte PS II stellt sich F, = Fy, ein, hingegen fir
vollstandige photosynthetische Einheiten F, < F, [Briantais et al., 1986]. Letzterer Fall ent-
sprechend der Abb. 2.8, der selbstverstindlich eine nicht sattigende Bestrahlungsintensitat
voraussetzt, geht auf die Kopplung des RC II mit RC I tiber den Cytochromkomplex zuriick
(s. Abs. 2.3.3). Die Lichtreaktion des RC I sorgt letztendlich fiir die Reoxidation des reduzier-
ten PQ am Cytochromkomplex. Da diese Reoxidation gemdh Gl. (2.8¢) jedoch den limitieren-
den Schritt im Elektronentransport kennzeichnet [z.B. Genty und Harbinson, 1996]. wird eine
Art voriibergehender Elektronenstau am RC I1, d.h. ein groBtméglicher Reduktions grad des
Akzeptors Q, verursacht, der zu F, vollstandiger photosynthetischer Einheiten fiihrt.

Die Verminderung der Fluoreszenzintensitét vom Peak (P) kann wie in Abb. 2.8 iiber die Un-
terniveaus (S;, S,) und (M;, M,) verlaufen, deren Auftreten bzw. Auspragung vom physiolo-
gischen Zustand des Zellmaterials abhéingig ist [Lichtenthaler und Rinderle, 1988]. Mit dem
Gleichgewichtswert F, endet die Abnahme der Fluoreszenzintensitat in der stationédren Phase
(S;), wobei F, > F,, da unter fortdauernder Belichtung stets mit einem gewissen Reduktions-
grad des Akzeptors Q4 gerechnet werden muB. Das erste Abklingen der Fluoreszenzintensitét
vom Peak (P) zum ersten Semigleichgewichtszustand (S,), welches die fortschreitende Reoxi-
dation des reduzierten Akzeptors Q, anzeigt, wird nach Lichtenthaler und Rinderle [1988] u.a.
hauptsichlich auf den Aufbau des Protonengradienten tiber der Thylakoidmembran zuriickge-
fiihrt. Als Folge einer voriibergehenden Unausgewogenheit zwischen dem Elektronenverbrauch
der Dunkelreaktion und der Elektronenlieferung der Lichtreaktion wird schliefilich der weitere
Kinetikverlauf iiber mogliche Zwischenmaxima (M, M,) bis zum stationéren Gleichgewicht
(S;) angesehen [Biichel und Wilhelm, 1993]. Zudem wird das Abklingverhalten durch die in
Abs. 2.3.2 angefiihrten dynamischen Heterogenitéten der Photosysteme beeinflufit.

Die duRerste Intensititsspannweite der Fluoreszenzinduktion ist als maximale variable Fluo-
reszenz (F,) definiert:

F, = F, - F, 2.9).

F, enthlt wie F(t) generell Informationen zum photochemischen Energietransport dunkel-
adaptierter Algen. die sich jedoch einer direkten Bewertung entziehen. Deshalb wurden ver-
schiedene Methoden zur Abschitzung physiologisch relevanter Parameter entwickelt [zur
Ubersicht s. Lichtenthaler, 1988b]. Es wird z.B. das Verhiltnis der Fluoreszenzverminderung:

Rfd = (F, —F5)/F (2.10)

als Vitalitdtsindex angegeben.

21



Besonders die Analyse der Fluoreszenzldschung, die sich mittels ‘Puls-Amplituden-Modula-
tions” MefBtechnik vornehmen 148t [s. Schreiber et al., 1986], wird als Methode zur Untersu-
chung der photosynthetischen Lichtreaktion zunehmend genutzt. Hierbei erméglicht eine Be-
messung der photochemischen und nichtphotochemischen Loschung der Fluoreszenzintensitit
anhand spezieller Koeffizienten weitergehende Aussagen zum physiologischen Zustand der
Zellen [zur Ubersicht s. Biichel und Wilhelm, 1993].

Allen Fluoreszenzbetrachtungen liegt unabhéngig von der MeBtechnik zugrunde, daf sich die
Fluoreszenzintensitit F unter physiologischen Temperaturen als Produkt aus der Rate der
Lichtabsorption J,; und der Fluoreszenzausbeute @ des PS 11 ergibt:

F=1,,®; @2.11).

Die Fluoreszenzausbeute 14Bt sich, wie von Butler und Kitajima [1975] gezeigt, durch den
Funktionszustand des RC II und durch Ratenkonstanten, die dem Energietransport entspre-
chen, beschreiben. Anhand geeigneter Reaktionsmuster ergeben sich ferner gekoppelte Diffe-
rentialgleichungssysteme, die eine quantitative Teilanalyse der Fluoreszenzintensitt F(t) er-
mdglichen [z.B. Renger und Schulze, 1985; Christoffers, 1987].

Im Fortgang der Arbeit liegt der Schwerpunkt auf einer derartigen quantitativen Teilanalyse
des Signals F(t) unterschiedlich vorbehandelter Algen, wobei zungichst experimentelle Befunde
einschlieBlich optischer Untersuchungen dargelegt werden.
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3. Experimentelle Befunde

Gegenstand der experimentellen Untersuchungen waren verschiedene eukaryotische Algenspe-
zies des griinen und des braunen Zweigs (s. Abs. 2.2), die beispielsweise auch in einheimischen
Fliefgewsssern vorkommen [Karrasch und Baborowski, 1996]. Neben reinen Kulturen, denen
sich die Folgeabschnitte widmen, wurde im Rahmen von Felduntersuchungen auch eine Algen-
population natiirlicher Herkunft analysiert, wie weiter unten im Abs. 3.5 fiir Gewésserproben
aus dem FluB Elbe geschildert. Dabei gingen den zentralen kinetischen Messungen der Fluores-
zenzintensitit verschiedene Untersuchungen zur optischen Beschaffenheit der Algenproben
voraus.

3. 1 Algenkulturen

Die Ausgangszellen stammen aus der Sammlung von Algenkulturen des Pflanzenphysiologi-
schen Instituts der Universitit Gottingen (SAG). Sie wurden in den von Schldsser [1982]
empfohlenenNzhrlosungen' in transparenten Schottglasflaschen unter standiger Bestrahlung
(I=10 pmol m s7) durch weiBes Neonlicht’ bei Raumtemperatur (T = 23°C) im Labor an-
gelegt. Ihre Vermehrung nach Einbringen weniger Algenstammazellenindie angezeigten Nahrlo-
sungen lieB sich visuell bereits nach Tagen durch eine zunehmende Attenuation’ beobachten.
Zu folgenden Kulturen werden im Anschluff Untersuchungsergebnisse vorgestellt:

o Scenedesmus acuminatus:  G-Se,
e Chiorella vulgaris: G-Ch.,
e Cyclotella meneghiniana: B-Cy,
wobei die angegebenen Abkiirzungen G und B, die die Zugehdrigkeit der Algen zum griinen

bzw. braunen Zweig vermerken, fortlaufend zur Bezeichnung entsprechender Proben benutzt
werden.

GroRenmaBig zihlen die ausgewihlten Kulturen zum Nanoplankton (s. Abs. 2.3.1) und waren
in der duBeren Gestalt bohnen- bis kugelformig bzw. flach zylindrisch geformt. Die Algen lagen
vorwiegend als Einzelzellen mit nur vereinzeltem Ansatz zur Koloniebildung vor. Wie zeitab-
hingige Messungen der Attenuation weiter unten (Abb. 3.3) noch belegen, setzten sich die
genannten Algen unter den angefiihrten Laborbedingungen ohne Bewegung im Laufe der Zeit
durch ihr passives Schwebeverhalten am Boden der Flaschen ab, wodurch eine unerwiinschte
Gefiigebildung verstirkt eintreten kann. Um eine derartige Sedimentation zu vermindern, wur-
den die Flaschen téglich geschiittelt.

! Fiir die Spezies des griinen Zweigs wurde ‘Basal Medium’ und fiir die des braunen Zweigs ‘Bacillariophycean
Medium’ laut der jeweils angegebenen Rezeptur hergestellt.

2 Das entsprechende Spektrum der Bestrahlungsintensitét I(A) ist im Anhang, Abb. 8.1 angegeben.

3 Der Begriff der Attenuation wird in der Limnologie anstelle von Extinktion verwendet und beschreibt demzufol-
ge die Verminderung der Lichtdurchlassigkeit aufgrund von Streuungs- und Absorptionsvorggngen innerhalb einer
Probe (s. auch Abs. 3.3).
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3.2 Chlorophyll-a-Konzentration

Zur niheren Charakterisierung der Proben wurde in der Regel der Chl-a-Gehalt auf dem Weg
der Extraktionsmethode mit anschliefender fluorometrischer V ermessung in Anlehnung an
Welschmeyer [1994] bestimmt. Extrahiert wurde, indem zuerst die Abfiltration der partikula-
ren Bestandteile aus einer festgelegten Teilmenge der Probe bei schwachem Unterdruck

(Ap < 0.2 bar) auf Glasfaserfilter' erfolgte und danach die Filter samt Filtrationsriickstand ge-
kiihit (T = -20°C) in Lésungsmittel (Ethanol, 90%-ig) mindestens einen Tag lang lichtge-
schiitzt verwahrt wurden. Das dieserart in Losung gegangene Chl a lieB sich nun fluorome-
trisch unter Bezug auf einen handelsiiblichen und selbstverstindlich in gleicher Weise geltsten
Standard” quantifizieren. Die Kalibrierung des MeBgerites, eines Turnerfluorometers’, ergab
einenlinearen Zusammenhang® zwischen Chl-g-Konzentration und Fluoreszenzintensitit iiber
drei GroBenordnungen. So wurde die Vermehrung der Algenkulturen durch Bestimmungen der
Chl-a-Konzentrationen begleitet (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1. Zunahme des Chl-a-Gehaltes von drei verschiedenen Algenkulturen nach Einbringen in die Nahrls-
sungen unter den genannten Laborbedingungen. Die prozentuale Fehlerangabe der Bestimmungsme-
thode von & 3% geht auf eine gesondert durchgefiihrte Untersuchung der Standardabweichung® im Feld
zuriick.

Auf Probleme der Bestimmung der Pigmentkonzentration sowohl in vivo als auch in vitro, die
hauptsichlich aus der spektralen Uberlagerung der verschiedenartigen Pigmente herrithren,
wird in der Literatur durch z.B. Gieskes [1991] ausfiihrlich eingegangen. Diesbeziiglich lieR
sich die w.o0. beschriebene Methode, hier ausschlieBlich zur Bestimmung der Chl-g-Konzen-
tration benutzt, durch methodisch unabhéngige Paralleluntersuchungen® an zahlreichen Proben

! Typ Wathmann GF/F (nominelle Porenweite: 0.7 um)

* Chl-a-Standard gewonnen aus Anacystis nidulans; Sigma-Aldrich Inc.

* Turnerfluorometer vom Typ 10-AU-005; GAT GmbH, Bremerhaven. Durch die Verwendung von Interferenzfil-
tern wurde die MefBempfindlichkeit des Fluorometers maglichst genau auf die Spektraleigenschaften des geldsten
Chl @ abgestimmt, wie im Anhang, Abb. 8.3 gezeigt.

* Darstellung: s. Anhang, Abb. 8.5

* Darstellung: s. Anhang, Abb. 8.7

® Darstellung: s. Anhang, Abb. 8.6
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der verschiedenen Spezies und Proben aus dem Feld gut absichern. Selbst wenn sich die Bio-
masse der Algen bzw. die Menge des photoautotrophen Materials nur grob aus der Chl-a-
Konzentration einer Probe abschatzen 14Bt}, wird diese Konzentration, die in allen eukaryoti-
schen Algenspezies typisch vorkommt und verhaltnismaBig einfach bestimmbar ist, haufig als
ein Mah der Algenbiomasse zur Normierung weiterer Parameter benutzt [Geider und Osborne,
1992]. Demgemél lassen sich die iiber die Zeit anwachsenden Chl-g-Konzentrationen, darge-
stellt in Abb. 3.1, als Zunahme der Algenbiomassen in den Proben verstehen. Die in Tab. 3.1
angefithrten Konzentrationen lagen speziell zum Zeitpunkt der nachfolgend dargelegten Unter-
suchungen vor und finden insbesondere als Normierungsgréfe Verwendung.

Probe Chlainmgm® mol. Konz. in umol m™
G-Sc 2350+70 263078

G-Ch 1760+50 1970+56

B-Cy 540410 604+11

Tab. 3.1. Chl-g-Gehalte der angelegten Algenkulturen zum Zeitpunkt der in Abs. 3.3 und Abs. 3.4 dargelegten
Untersuchungen (Fehlerangaben wie in Abb. 3.1 angegeben). Die molaren Konzentrationen, die spezi-
ell im Abs. 5 herangezogen werden, ergeben sich aus der Division der Chl-g-Konzentrationen durch
die molare Masse des Chl g, also durch 893,5 g mol™.

3.3 Spektral auflésende Untersuchungen

Um die konkreten Spektraleigenschaften der angelegten Algenkulturen zu veranschaulichen,
wurden entsprechend auflésende Untersuchungen an den Proben durchgefiihrt. Neben einer
qualitativen Bewertung liefern diese Ergebnisse im Abs. 5 ferner einen Beitrag zur Ab-
schitzung der Rate der Lichtabsorption J, nach Gl. (2.5).

Die Messungen an den Algenproben wurden mit Hilfe eines Simultan-Spektrometers’ durchge-
fiihrt, welches bei einer optischen Aufldsung von 2,4 nm und einer mittleren Mefzeit von

10 ms einen Wellenlingenbereich 360 nm < . < 780 nm erfafte. Als Lichtquelle dienten eine
Halogenleuchté fiir Transmissionsmessungen und eine Xenonleuchte* fiir Untersuchungen der
Fluoreszenz. Ausgelegt auf das MeBvorhaben wurden das Spektrometer und die jeweilige
Lichtquelle optisch mit dem MefBobjekt durch Lichtleiter und dazugehdrige Ein- und Auskop-
pelungsoptiken miteinander verbunden.

! Geider und Osborne [1992] verweisen auf ein Verhiltnis von 0,1% bis 5% des Chl-a-Gehalts zum spezifischen
Trockengewicht der Algenbiomasse. Falkowski und Raven [1997) geben 0,05% bis 0,1% fiir das massenspezifi-
sche Verhiltnis von Chlorophyll zu organischem Kohlenstoff in Algen an. Grund fiir diese Schwankungsbreiten
ist die Anpassung des Zellstoffwechsels an Temperatur-, Bestrahlungs- und Nihrstoffverhdlinisse, wodurch sich
spezifische Zellstrukturen, wie u.a. auch zellspezifische Chl-a-Gehalte, ausbilden.

* Typ MCS310; Carl Zeiss Jena GmbH, Jena. Das Gerit basiert auf einer Photodiodenzeile (512 Elemente),
einem Eintrittsspalt (0,05%0,25 mm?), einem holographischem Konkavgitter sowie einer Auswertungseinheit.
*Typ CLH 111 (50 W); Carl Zeiss Jena GmbH, Jena.

* Typ CLX 111 (75 W); Carl Zeiss Jena GmbH, Jena.
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Zu jeder Messung einer Intensitit I, mit dem Simultan-Spektrometer wurde grundsitzlich der
aktuelle Dunkelstrom Iy, der Photodiodenzeile bestimmt, so daB entsprechend mit Intensititen
I=1y - Ip gearbeitet wurde.

Indem ein Parallelstrahlbiindel durch eine Kiivette geschickt wurde, erfolgte die Messung der
durchgelassenen Intensititen I, am Referenzmedium (aq. dest.) und I, an der Probe, woraus
sich die Transmission T =100 I, / Iy in % bzw. die optische Dichte OD =2 - lg T ableitet.
Wird das Lambert-Beersche Gesetz:

i =1 a~%2 (3.1)

zugrunde gelegt, kann fiir eine Schichtdicke z der Attenuationskoeffizient ¢ angegeben werden,
der sich seinerseits aus dem Absorptionskoeffizienten a und dem Streuungskoeffizienten b
gemil:

c=a+b (3.2)

zusammensetzt, wie von Kirk [1994] fiir die aquatische Optik ausfiihrlich diskutiert. Der At-
tenuationskoeffizient wurde fiir die Proben in einer Kiivette mit z = 0,01 m bestimmt (Abb.
3.2). MaBgeblich geht ¢ der Proben dabei auf die optischen Eigenschaften der Algen zuriick
und im geringeren Mafe auf die der {ibrigen Inhaltsstoffe’'.

cin nv
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Abb. 3.2. Attenuationskoeffizient ¢ abhéingig von der Wellenlange fiir die verschiedenen Algenkulturen.

Bei wiederholten Messungen an den nicht bewegten Proben wurde jeweils eine Verminderung
des Attenuationskoeffizienten iiber der Zeit beobachtet (Abb. 3.3), die sich mit dem in

Abs. 3.1. angefiihrten Sedimentationsverhalten erkldren 143t. Dieser Beobachtung wurde in
samtlichen In-vivo-Untersuchungen dadurch Rechnung getragen, daB Messungen an den Pro-
ben stets nach einer gleichbleibenden Standzeit t, der MeRkiivette durchgefiihrt wurden. Die
Zeitdauer wurde dabei besonders unter dem Aspekt der Fluoreszenzuntersuchungen an Algen
und der damit verbundenen Mindestdauer der Dunkeladaption, dargelegt in Abs 2.3.2, mit

1, =20 min festgesetzt.

' Die Nahrlosungen selbst liefern bereits einen gewissen Beitrag zur Attenuation der Proben (Anhang, Abb. 8.8).
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Abb. 3.3. Attenuationskoeffizient ¢ einer reprisentativen Wellenldnge von =435 nm in Abhingigkeit von der
Zeit fiir die verschiedenen Algenkulturen.

Der Absorptionskoeffizient 146t sich, wie in der Literatur z.B. von Geider und Osborne [1992]
angegeben , methodisch verschieden unter der Voraussetzung bestimmen, daf das gesamte
Streulicht mit erfalt wird. Eine derartige Messung von a, bei der dann b = 0 laut Gl. (3.2) gel-
ten mul}, wurde annaherungsweise durch den Einsatz eines Glasfaserfilters' als Diffusor am
Eingang des Simultan-Spektrometers realisiert. Dazu wurden die partikuldren Bestandteile aus
einer festgelegten Teilmenge der Proben bei schwachem Unterdruck (ap = 0,2 bar) auf das
Glasfaserfilter in Form einer diinnen Filterschicht mit einem Durchmesser d; konzentriert und
1, gemessen. Entsprechend dem Ausgangsvolumen der Probenmenge ergibt sich eine zugehdrige
Schichtdicke z gleich der Hohe eines Zylinders mit d.. An entsprechenden Filterschichten der
reinen Néhrlosungen wurden die Referenzmessungen von Iy vorgenommen. Nach Gl. (3.1)
konnten damit die in Abb. 3.4 dargestellten Koeffizienten ermittelt werden.
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Abb. 3.4. Absorptionskoeffizienten der Algenkulturen. Der spezifische Absorptionskoeffizient a* ergibt sich unter
Bezug auf die Chl-a-Gehalte in Tab. 3.1 (dargestellt im Anhang, Abb. 8.9).

! Verwendet wurden Filter vom Typ Wathmann GF/F, wie bei der Extraktion von Chl a (Abs. 3.2). Die entspre-
chende Methode wird von Mitchell [1990] beschrieben und auch als quantitative Filtertechnik (QTF) bezeichnet.
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Abb. 3.5. Fluoreszenzintensitaten in Abhéingigkeit von der Wellenlinge fiir die verschiedenen Algenkulturen,
normiert auf den jeweiligen Maximalwert.

SchlieBlich wurde die Fluoreszenzintensitit der verschiedenen Algenkulturen spektral aufge-
18st untersucht. Zu diesem Zweck erfolgte mit Hilfe eines LI-COR-Spektroradiometers' eine
Kalibrierung des Simultan-Spektrometers. Damit wurde nun die Fluoreszenzintensitit an einer
vom Umgebungslicht abgeschirmten Probe im Winkel von 90° zur eingestrahlten Anregungsin-
tensitét in Abhéngigkeit von der Wellenléinge gemessen . Diese Anregungsintensitit® ging von
einer Xenonleuchte aus und war maximal im blauen Spektralbereich (I = 100 pmol m™ s™).
Ahnlich wie von Govindjee und Satoh [1986] angegeben, lieB sich eine schwache spektrale
Verschiebung der In-vivo-Fluoreszenzmaxima AA(F ) zwischen Algen des griinen Zweigs
mit A(Fna) = 686 nm und des braunen Zweigs mit A(Fpa) = 683 nm beobachten (Abb. 3.5).
Diese Verschiebung AA(Fz) spielt jedoch fiir die anschlieBend dargelegten Untersuchungen
der Fluoreszenzintensitét F(t) keine Rolle. F(t) wurde spektral summiert fiir & > 650 nm er-
fafit. Hierbei ist kein Unterschied im zeitlichen Verlauf zwischen spektral summierten Fluo-
reszenzintensitédten und Intensitéten, die bei der Wellenlinge des Fluoreszenzmaximums ge-
messen werden, zu erwarten (s. Abs. 2.4 bzw. zusétzlich experimentell bestitigt im Anhang,
Abb. 8.10 und 8.11).

3.4 Kinetische Messungen der Fluoreszenzintensitiit

Kinetiken der Fluoreszenzintensitit reflektieren in ihrer Verlaufsform den physiologischen
Zustand von Zellen und reagieren in starkem Malfe auf experimentelle Bedingungen. Wihrend
ersteres unabinderlich ist, wurde versucht letzterem durch méglichst genau festgelegte Unter-
suchungsverhiltnisse zu begegnen. So wurden die Proben prinzipiell in einer streng festgeleg-
ten MeBanordnung mit stabilisierter Anregung bei gleichbleibender Raumtemperatur

(T = 23°C) nach einheitlichen Vorbehandlungen untersucht.

' L1 1800; Waltz-GmbH, Effeltrich.
* Identisch mit der im Anhang, Abb. 8.4 spekiral dargestellten Anregung.



Zur Messung der Fluoreszenzintensitit in Abhéngigkeit von der Zeit F(t) fand ein Photomul-
tiplier’ als Detektor Verwendung. Die Empfindlichkeit der MeBanordnung war durch den Ein-
satz eines Farbfilters (RG665) im roten Spektralbereich maximal (Anhang, Abb. 8.4). Als
Lichtquelle fiir die Anregung diente eine Xenonleuchte’. Mittels zweier Farbfilter (F F5-60 und
KF505) wurde die Anregungsintensitét auf den blauen Spektralbereich eingeschrénkt (Anhang.
Abb. 8.4). In einer vom Umgebungslicht abgeschirmten Kiivette befand sich die Probe, an der
gekoppelt iiber Lichtleiter und dazugehtrige Optiken die Messung von F(t) im rechten Winkel
zur Anregung erfolgte. Der gew#hlte Winkel sollte keine meBspezifische Einschrankung mit
sich bringen, da an den Algen des Nanoplanktons unter Bezug auf Untersuchungen von Gor-
don et al. [1993] von nahezu einer Isotropie der Fluoreszenzemission ausgegangen werden
kann.

PerAnalog-Digital-Wandlerkarte’ wurde die Fluoreszenzemission als verstirktes Mefsignal
des Photomultipliers mit einem Rechner bei einer zeitlichen Auflsung von 0,025 s erfalt. Der
durch einen VerschluB an der Xenonleuchte gesteuerte Einschaltvorgang der Anregung dauerte
zuverlissig weniger als 0,03 s, so daB die MeBsignale F(t) mit Sicherheit fiirt 2 0,055 s als
unabhéngig vom Schaltvorgang gelten kénnen (Anhang Abb. 8.12). Unter diesen Voraus-
setzungen belief sich die Standardabweichung der Werte F(t) fir 0,05 s<t< 0,5 s beziiglich
eines konstant fluoreszierenden Standards auf 0,2% (Anhang Abb. 8.13).

Die auf eine Probe treffende Intensitit, verwendet zur Anregung der Fluoreszenzemission bei
der Messung von F(t), wird fortan mit 1, bezeichnet und betrug, wenn nicht anders vermerkt,
stets 20 umol m? s™'. Optisch war [4o sowohl spekiral als auch geometrisch vollig gleich der
Vorbelichtungsintensitit Iy, mit der eine Probe im Fall der Helladaption vorbehandelt wurde.
Beide Intensitéten, 1, und Ly, die mit ein und derselben Optik eingestrahlt wurden, gingen
von der oben erwahnten Xenonleuchte aus. Uber eine interne Graufiltertrommel dieser Xe-
nonleuchte war es moglich, die Intensititen zu verdndern. Da der Ubergang zwischen Vorbe-
lichtung und Anregungsmeflicht aus einer Lichtquelle mit Ino # Ivo nicht abrupt schaltbar war,
d.h. mit unscharfen Anfangsbedingungen verbunden gewesen wire, wurde eine Ubergangspha-
se der Zeit t; eingefiihrt. In dieser Phase, festgelegt als intermedidre Dunkeladaption mit

Iyo = Iao = 0 sowie t; = 1 s zwischen Vorbehandlung und Messung, lieBen sich nunmehr die
Intensitéten unproblematisch einstellen, ohne daB die Wirkung der Vorbehandlung auf die Pro-
ben verlorenging, wie weiter unten noch am Beispiel gezeigt wird. Dartiber hinaus wird sich die
Einfithrung der intermedisren Dunkeladaption noch bei der Formulierung der Anfangsbedin-
gungen des im Abs. 4.3 vorgestellten Modells vorteilhaft nutzen lassen.

Mit der systematischen Vorbehandlung der Proben, die neben dem eigentlichen Mefiprozef}
zur Untersuchung der Kinetik der Fluoreszenzintensitét von Zellmaterial gehdrt, werden fest-
gelegte Ausgangssituationen hergestellt. Indem die Redoxkomponenten der photosyntheti-
schen Einheiten durch #uBere Einfliisse bestimmte Reaktionszustinde einnehmen, adaptiert
letztlich das Zellmaterial (s. Abs. 2.4.2). Dem Beginn der gezielten Adaption des Zellmaterials
ging einzig der in Abs. 3.1 geschilderte Aufwuchs unter standiger Bestrahlung im Labor voraus.
Es wird davon ausgegangen, daB sich innerhalb einiger Stunden, die zur Messung verschiedener
Kinetiken einer Algenspezies bendtigt wurden, die Ausgangsgesamtheiten kaum verdnderten.

' Typ 7734; L.O.T.-Oriel GmbH, Darmstadt. Die Mefieinrichtung war mit einer Spannungsversorgung und ei-
nem MeBverstirker des gleichen Herstellers ausgestattet.

2 Typ CLX 111 (75 W); Carl Zeiss Jena GmbH, Jena. In dieser Beleuchtungseinheit waren intern ein Verschluf
und eine Graufiltertrommel einbegriffen.

* Typ DASCard-1000: Keithley Instruments GmbH, Germering.
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Damit haben die verschieden adaptierten Proben einer Spezies, die jeweils der Ausgangsge-
samtheit entnommen wurden, nahezu einen Ursprung.

Die gewahlte Adaptionszeit t, belief sich auf 20 min und entsprach somit der in Abs. 3.3 fest-
gelegten Standzeit der Proben t; mit t, = t,, was bedeutet, daB eine Probe mit dem Einbringen
der MeBkiivette in der Untersuchungsanordnung adaptiv vorbehandelt wurde. F olgende Adap-
tionen werden unterschieden:

® 1ox. - toxisch mit DCMU behandelt', d.h., der Ladungsabflu$ aus dem PS II sollte blockiert
sein, so daB sich unmittelbar der stationire Wert der Maximalfluoreszenz F,, einstellt;

® dkl. - dunkeladaptiert, d.h., die Redoxkomponenten der Photosysteme sollten nach t, mit
Ivo = 0 im Grundzustand vorliegen, wodurch der Kautsky-Effekt zu beobachten ist, also
F(t) zun4chst auf den Spitzenwert F; ansteigt und dann auf den Gleichgewichtswert F, ab-
fallt;

e hell - helladaptiert, d.h., die Redoxkomponenten der Photosysteme sollten nach t, mit
Ivo > 0 mindestens zu einem Teil nicht im Grundzustand vorliegen, so daB F(t) je nach Vor-
belichtungsgrad einen spezifischen Verlauf zeigt, bevor sich der Gleichgewichtswert F, ein-
stellt. Dabei lag eine weitere Untergliederung des helladaptierten Zustands wie fol gt nahe:
hell n mit 0 <Iyg <Iap, hell g mit Iyo=1I,, und hell h mit Tyg> L.

Nachstehend sind in Abb. 3.6 bis Abb. 3.8 die Kinetiken F(t) dreier Algenspezies dargestellt,

deren Proben jeweils, wie oben angegeben, verschiedene Adaptionen voraus gingen. Die Werte
der Fluoreszenzintensitit wurden jeweils auf die Mittelwerte der Maximalfluoreszenz F, der

toxisch behandelten Proben normiert.
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Abb. 3.6. Fluoreszenzintensititen F(t) der Spezies Scenedesmus acuminatus des griinen Zweigs fiir die Fille der
toxischen Vorbehandlung, der Dunkeladaption und vier verschiedener Helladaptionen. Die Helladap-
tionen beziehen sich auf: hell_nl mit Ivo = Lo/ 4, hell_n2 mit Iyo =14,/ 2 sowie hell_h1 mit
Ivo=3Iao /2 und hell_h2 mit Iv; =2 L.

! Die toxische Behandlung erfolgte in Form einer Zugabe von 0,05 ml gesittigter DCMU-Lésung auf 5 ml der
Probe. Da diese Probe ansonsten gleich der dunkeladaptierten Probe behandelt wurde, bestétigt allein der quasi
invariable Wert F,, mit F,, > F, die Wirksamkeit der Behandlung. (Der Verdiinnungsgrad dieser Proben wurde
selbstverstandlich mit den Werten der Fluoreszenzintensitit verrechnet.)
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Abb. 3.7. Fluoreszenzintensititen F(t) der Spezies Chlorella vulgaris des griinen Zweigs fiir die Falle der
toxischen Vorbehandlung, der Dunkeladaption und drei verschiedener Helladaptionen. Die Helladap-
tionen beziehen sich auf: hell n mit Iy = Lo/ 2, hell_g mit Ivo = I sowie hell_h mit Ivo =2 Iso-
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Abb. 3.8. Fluoreszenzintensititen F(t) der Spezies Cyclotella meneghiniana des braunen Zweigs fiir die Fille der
toxischen Vorbehandlung, der Dunkeladaption und zwei verschiedener Helladaptionen. Die Helladap-
tionen beziehen sich auf: hell_n mit Ivo = L1/ 2 sowie hell_h mit Ivo =2 Lso.

Bei samtlichen Messungen von F(t) lag der intermediéren Dunkelzeit t; zufolge F(0) = 0 vor.
GemiB der Probenvorbehandlung zeigen die Kurven in Abb. 3.6 bis Abb. 3.8 markante Ver-
laufsformen, denen sich eindeutig Adaptionszustinde der Zellgesamtheiten zuordnen lassen
und die qualitativ mit Literaturangaben vertraglich sind [s. z.B. Lichtenthaler und Rinderle,
1988]. Wie weiter oben vorausgesetzt, wird anhand der Kinetiken der helladaptierten Proben
deutlich, daB der Einfluf der Vorbehandlung durch die intermedisre Dunkeladaption mit t; kei-
nesfalls aufgehoben wird. Besonders durch den Fall der Helladaption hell g mitIve =140 in
Abb. 3.7 wird die fast unverminderte Wirkung der Vorbehandlung deutlich, da der Verlauf un-
mittelbar in den Gleichgewichtswert F einmiindet, d.h. in den Wert, der auch zum Ende der
Adaption vorgelegen haben mu8. In der Tab. 3.2 werden schlieflich typische Parameter aus
den Kinetiken der dunkeladaptierten Proben angefiihrt, die letztendlich auch bei einer Anfit-
tung der Kurven unter Verwendung eines Modells berticksichtigt werden miissen.
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Probe Rfd tins
G-Sc 0,97 0,3
G-Ch 0,74 0,3
B-Cy 1,58 0,5

Tab. 3.2. Werte des Rfd gemaB GL. (2.10) und der zu F, gehdrenden Zeit Iy, resultierend aus den Kinetiken der
Fluoreszenzintensitit der dunkeladaptierten Proben.

Prinzipiell lassen sich die Werte des Rfd gemé Gl. (2.10) auch im Fall der Helladaption
hell_n, d.h. wie oben festgelegt bei 0 < Iy < L, fiir untersuchte Proben angeben. Erst mit
Lyvg =140 (hell_g) nimmt Rfd den Wert null an, wie in Abb. 3.7 mit F » = F; flir die Adaption
hell_g zu erkennen ist. Wesentlich wird dabei spiter im Abs. 5 sein, ausgehend von der Mo-
dellierung der Kinetiken der toxischen Behandlung und der Dunkeladaption, zwangslaufig auf
die tibrigen Kinetiken durch gegebene Anfangsbedingungen schlieBen zu kénnen.

Erweitert wurden die experimentellen Untersuchungen durch Messungen der Kinetiken fiir
verschiedene I, (Abb. 3.9) und unterschiedliche t; (Abb. 3.10).
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Abb. 3.9. Fluoreszenzintensitéiten F(t) der Spezies Chlorella vulgaris des griinen Zweigs fir die Falle der
toxischen Vorbehandlung und der Dunkeladaption bei verschiedenen Intensitéten I a0- Den Kurven ent-

o

sprechen Messungen markiert durch (h): Is = 40 umol m™ s, (0): Tag =20 umol m~ s und
(n): I = 10 umol m™ s™. Die Normierung erfolgte auf den Mittelwert von F(t) der Messung tox.(0).

Die Rfd-Werte der Kinetiken der dunkeladaptierten Proben in Abb. 3.9 zeigen keine eindeutige
Abhéngigkeit von I 9, wahrend sich die zu F, gehérende Zeit t, mit zunehmender Intensitét Lg
Jjeweils etwaum 0,05 s verringert. Ferner weisen die in Abb. 3.9 dargestellten Untersuchungen
auf einen linearen Zusammenhang zwischen den Intensititen der Maximalfluoreszenz und der
Anregung mit Fy, ~ Ixq hin, wie sich gleichfalls an addquaten Proben der ibrigen Spezies fest-
stellen lief3.



1 ............... .- oy e,
- hell_g1
o L aRaammt T S e,
g 0.8 i,
= T - .
e o .
A hell_g2
s 0,6 Feemmmemets ™ T
=
= T
< 0. hell_g3
E hell_g4
= 0.2 ]
[ B-Cy
0 F cieal . : -
o ¥ 10 100

tins

Abb. 3.10. Fluoreszenzintensititen F(t) der Spezies Cyclotella meneghiniana des braunen Zweigs fir die Fille
der toxischen Vorbehandlung und verschiedener Helladaptionen hell_g mit Ivo = Lso, die sich auf va-
riierte Zeiten t; der intermedisiren Dunkeladaption beziehen. Dabei stehen gl fiir t; = 1200 s, g2 fiir
;=350s, g3 firy=3sund g4 firt=1s.

Wie bereits anhand der Kinetik im Fall der Helladaption hell_g mit Iyg = I50in Abb. 3.7 ge-
zeigt, verdeutlichen nun die Kinetiken, dargestelltin Abb. 3.10, die Wirkung der Vorbehand-
lung in Abhzingigkeit von der Zeit t; der intermedidren Dunkeladaption. Die Kinetik hell_g1 ist
unterdessen identisch mit der Kinetik der herkdémmlichen Dunkeladaption, d.h. t;=t, (zum
Vel. s. Abb. 3.8). Damit geht die Annahme einher, daB sich die Lichtverhiltnisse unmittelbar
vor der Zeit t; = t, nicht mehr auf den Kinetikverlauf auswirken. Dem iiblichen Hergang der
Helladaption einer Probe entspricht mit t; = 1 s die Kinetik hell_g4. Die Wirkung der Vorbe-
handlung bleibt quasi unvermindert erhalten, da F(t) fiir Iyp = [0 umgehend den Gleichge-
wichtswert F, annimmt, der sich bereits in der Zeit t, der Vorbehandlung eingestellt haben
muB. Dieser Fall hell g4 stimmt somit qualitativ v&llig mit der Kinetik hell_g in Abb. 3.7 uber-
ein. Anhand der Kinetiken hell_g2 und hell_g3 der helladaptierten Proben wird nun hingegen
deutlich, daf sich der EinfluB der Vorbehandlung mit der Zunahme von t; vermindert, oder an-
ders gesagt, mit Anwachsen von t; wird die Probe eben zunehmend dunkel adaptiert. Die Kine-
tiken der Abb. 3.10 dokumentieren somit den EinfluB des Zeitabstands zwischen Lichtadapti-
on und Messung auf die Reaktionszustéinde der Redoxkomponenten in den Photosystemen
eukaryotischen Zellmaterials, was sich durch ein sachgerechtes Modell nachvollziehen lassen
sollte.

3.5 Felduntersuchungen

Am 14.08.1996 wurde an der Elbe, Stromkilometer 318, linksseitig eine Tagesuntersuchung
durchgefiihrt, der verschiedene Studien vorausgingen [s. Giinther, 1996]. Als MeDBplattform
wurde eine Pontonstation' genutzt, auf der sich die in Abs. 3.2 bis Abs. 3.4 geschilderten
MeBanordnungen aufbauen und einsetzen lieBen.

' Automatische MeBstation in Magdeburg-Westerhiisen betrieben durch das Staatliche Amt fiir Umweltschutz
Magdeburg.
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Die in Abb. 3.11 und Abb. 3.12 dargestellten Ergebnisse gehen auf gemittelte Werte aus Unter-
suchungen an fiinf Proben zurtick, die morgens um 7:00 Uhr beginnend in einem zeitlichen
Abstand von drei Stunden genommen wurden. Dieser Rhythmus wurde gew#hlt, um einerseits
die Proben unmittelbar nach der Entnahme aus dem Gewisser untersuchen zu konnen und
andererseits die mittlere Beschaffenheit des Elbewassers hinsichtlich der Untersuchungspara-
meter im Tagesverlauf zu erfassen.
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Abb. 3.11. Attenuationskoeffizient ¢ der Inhaltsstoffe des Elbewassers am 14.08.1996 und die entsprechenden
Absorptionskoeffizienten der gesamten, der anorganischen und der organischen partikuliren Stoffe.
Der mittlere Chl-a-Gehalt betrug (112 + 11) mg m™ bzw. die molare Chl-a-Konzentration
(125 % 12) umol m™, womit sich der spezifische Absorptionskoeffizient a* angeben laBt (dargestellt
im Anhang, Abb. 8.9).
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Abb. 3.12. Fluoreszenzintensitdten F(t) der Algenpopulation des Elbewassers am 14.08.1996 fiir die Falle der
toxischen Vorbehandlung, der Dunkeladaption und einer Helladaption. Die Helladaption hell_h be-
zieht sich auf Ivo = 2 I 5. Normiert wurden die Kurven wie in Abs. 3.4 auf den Mittelwert von F(t)
des toxisch behandelten Falls. AuBerdem erfolgten die Untersuchungen wiederum bei t, = 20 min,
t=1sund I, =20 umolm™ 3
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Das Vorgehen zur Bestimmung der in Abb. 3.11 gezeigten Absorptionskoeffizienten fiir ver-
schiedenartige Schwebstoffe der Elbe war folgendermafien: Zun#chst wurde, wie in Abs. 3.3
beschrieben, ag, fiir die Gesamtheit aller partikuldren Stoffe vom Filtrationsriickstand einer
Probe bestimmt. Aus einer Parallelprobe wurde zusitzlich der Glithriickstand' gewonnen. Die-
ser Riickstand wurde mit aq. dest. versetzt wieder in das Ausgangsvolumen der Probe gebracht
und dann erneut filtriert. An dem so gewonnenen Filtrationsriickstand lie3 sich nun getrennt
der Absorptionskoeffizient der anorganischen partikuléren Stoffe azerg bestimmen. Die Diffe-
TeNZ 8, abziiglich aunere 182D @ o, Worin der Absorptionskoeffizient der Algen neben Koeffi-
zienten beziiglich weiterer organischer partikulérer Stoffe wie z.B. Partikel zerfallener Zellen
(Detritus) enthalten ist. Wahrscheinlich muf in einem natiirlich belasteten Gewisser mit einem
erheblichen Anteil Detritus gerechnet werden. Damit lieBe sich der spezifische Absorptions-
koeffizienta" organischer partikulirer Stoffe der Elbe erkléren, der verglichen mit a’ der Algen-
kulturen deutlich h&her liegt (s. Anhang, Abb. 8.9).

Die Kinetiken F(t) in Abb. 3.12 zeigen wie die Kinetiken der Algenkulturen in Abb. 3.6 bis
Abb. 3.8 Verlaufsformen in eindeutiger Abhingigkeit von der Probenvorbehandlung. Der Fluo-
reszenzpeak F, der dunkeladaptierten Proben trat bei t, = 0,25 s auf, und der gemah Gl. (2.10)
berechnete Wert Rfd betrug 1,05. Der Wert des Rfd zeigt nach Lichtenthaler und Rinderle
[1988] die relative Vitalitit der Zellen an und somit auch ein bestimmtes photosynthetisches
Potential. Dieses fiir die Algen nicht naher quantifizierte Potential beeinflute mit Sicherheit
die O,-Entwicklung in der Elbe, in der von 8 bis 17 Uhr des entsprechenden Tages eine O,-
Zunahme von 0,3 mg I'' h™! ermittelt wurde (s. Anhang, Abb. 8.14).

Samtliche Probenahmen erfolgten 0,2 m unterhalb der Wasseroberfléche, wobei der Wasser-
stand an diesem Tag in Magdeburg bei 1,61 m lag. Gleichfalls aus der Tiefe von 0,2 m wurden
mittels einer Tauchpumpe Gewésserproben durch einen transparenten Schlauch kontinuierlich
auf die MeBplattform gefordert. Dieses Probegut durchlief unverziiglich ein Turnerfluorome-
ter? in einer DurchfluBanordnung, womit die Fluoreszenzemission fiir Elbeproben stetig in
willkiirlichen Einheiten gemessen wurde. Um den Einfluf von Schwankungen der Chl-a-
Konzentration im Tagesverlauf auf die gemessene Fluoreszenzemission zu unterdriicken (s.
Anhang, Abb. 8.15), wurden die MeBwerte zunéchst auf die zugehtrigen Chl-a-Gehalte bezo-
gen. Diese ermittelten Werte wurden dann auf einen zusitzlich bestimmten Maximalwert der
Fluoreszenz Fyp einer mit DCMU toxisch behandelten Tagesmischprobe normiert, womit sich
die MeBwerte Fy mit 0 < Fy < 1 relativ skaliert angeben liefen (s. Anhang, Abb. 8.15).

Da das Probegut vor dem direkten Eintritt in die DurchfluBkiivette der Fluoreszenzmessung
eine kurze Dunkelstrecke passierte, ergab sich anhand des Durchflusses wiederum eine Zeit t;
der intermedidren Dunkeladaption, im konkreten Fall t; = 2,5 s. Aus dem Durchfluf} des Probe-
guts durch die Mefkiivette resultierte schlieBlich auch eine integrative Beobachtungszeit flir
die Fluoreszenzintensitit der beobachteten Population des Probeguts von t = 0,5 s. Damit
lassen sich solche integrativ ermittelten Werte Fr hinsichtlich der Kinetiken F(t), denen

F(0) = 0 zugrunde liegt, wie folgt ausdriicken:

! Der Glihriickstand, ermittelt gemaB der DIN 38409-H2-2 [1987], wurde als anorganischer partikuldrer Bestand-
teil einer Probe betrachtet, der in Losung gebracht a,,,, der Ausgangsprobe ungefihr reprasentiert.

2 Tyrnerfluorometer vom Typ 10-AU-005; GAT GmbH. Bremerhaven. Die Anregung bzw. Beobachtung der
Fluoreszenz einer Probe in der DurchfluBkiivette erfolgt im rechten Winkel iiber eing interne Blendenanordnung.
Die Spektraicharakteristik der konventionellen Anregungs- bzw. MeBstrecke durch den Einsatz von Farbfiltern ist
im Anhang, Abb. 8.3 gezeigl.
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0,5s 0.5s

Fr= [Fmat Jat (3.3).
0 0

Fiir den Fall der toxischen Behandlung (Abb. 3.12) ergibt sich gemaB Gl. (3.3) aus F(t) mit
Ino =20 pmol m? s umgehend ein integrativer Wert Fp = 1. Die Anregungsintensitit Iy,
die in dem Turnerfluorometer auf die Probe traf, wurde anhand einer Messung der PAR mit
Iar =4 umol m? s, d.h. mit Ix7/Ix0 = 1/5 ermittelt. Mit diesem Verhiltnis und unter der Vor-
aussetzung der Proportionalitét Fy, ~ 19, wie in Abs. 3.4 festgestellt, gilt schlieBlich auch
Frp = 1/5 Fxp, womit sich die ermittelten In-vivo-Fluoreszenzdaten Fy (Abb. 8.15) auf die
Kinetiken F(t) in Abb. 3.12 bezugnehmend als F; gemél Abb. 3.13 darstellen liefen.

TD

F, in relativen Einheiten

0,05 - 1

8 10 12 14 16 18
MESZ

Abb. 3.13. Aus In-vivo-Messungen ermittelte Werte der Fluoreszenzemission Fr der Algenpopulation in der
Elbe am 14.08.1996. Der Wert Frp geht auf eine toxisch behandelte Tagesmischprobe zuriick.

Die in Abb. 3.11 bis 3.13 gezeigten Untersuchungsergebnisse sollten geniigen. mit Hilfe eines
angemessenen Modells stetig auf die durch die Algenpopulation absorbierte Intensitit der
PAR im Gewdsser zuriickzuschlieBen. Solch ein Modell wird im Folgekapitel vorgestellt.
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4. Modell zur Kinetik der Fluoreszenzintensitit

Um die komplexen Zusammenhznge der photosynthetischen Lichtreaktion, die sich einer un-
mittelbaren Bewertung entziehen, quantifizierbar betrachten zu kénnen, wurde unter Inkauf-
nahme von Vereinfachungen ein Modell erarbeitet. Die anschlieBend dargelegte Formulierung
hat zum Ziel, anhand wesentlicher Mechanismen der Lichtreaktion gemessene Intensitétsver-
laufe der In-vivo-Fluoreszenz fiir ein Zeitintervall 107 s <t < 107 s rechnerisch zu beschrei-
ben. Eine besondere Ausrichtung liegt dabei in der Berechnung einer Kurvenschar, die, wie in
Abs. 3.4 und 3.5 vorgestellt, die Dunkel- sowie Helladaption und ferner die DCMU-Behand-
lung untersuchter eukaryotischer Zellgesamtheiten wiedergibt.

4,1 Vereinfachende Modellannahmen

Allein angesichts des Z-Schemas (Abb. 2.6) wird deutlich, daB eine Ausformulierung samtli-
cher Ladungstransportmechanismen ein {iberaus umfangreiches Reaktionssystem nach sich
zieht. Eine Betrachtung aller in Abs. 2.3 angefithrten Ubergénge der Lichtreaktion, die eine
Anzahl unbekannter Parameter enthalten, wiirde die mathematische Darstellung im Ergebnis
kaum prizisieren. Deshalb werden als Voraussetzung zur Aufstellung eines mit den lichtindu-
zierten Energietibergdngen hinreichend vertréglichen Reaktionssystems nachstehend vereinfa-
chende Annahmen getroffen:

(1) Als grundlegendes Funktionsmuster wird die Konzeption der PSU unter Beriicksichtigung
der Stéchiometrie der Komponenten benutzt. Jede PSU wird als eigensténdig arbeitende Ein-
heit verstanden.

(2) Wie in Abs 2.3.2 vereinfacht eingefiihrt, wird LHC als ein funktioneller Komplex aller mit
einem RC in Verbindung stehenden Pigmentanordnungen behandelt, d.h. unabhéngig von pro-
teingebundenen Substrukturen.

(3) Es wird von stabilen LHC der beiden Photosysteme ohne Exzitonenaustausch ausgegangen.
Damit werden dynamische Heterogenititen der Photosysteme und direkte Exzitoneniibertra-
gungen zwischen LHC II und LHC I vernachlassigt (s. Abs. 2.3.2).

(4) Im PS II wird das Chl @ des LHC II als der mit dem RC II gekoppelte Pigmentanteil des
LHC II verstanden. Dieser Anteil wird im weiteren mit C bezeichnet, wihrend [C] die Anzahl
der Chl-a-Molekiile im PS II bezogen auf das Peg angibt.

(4a) Die Anregung von C erfolgt mit der Rate der Lichtabsorption j,, die sich aus direkt absor-
bierten Photonen und aus {ibertragenen Exzitonen der akzessorischen Pigmente zusammen-
setzt. Dabei wird die durch akzessorische Pigmente absorbierte Energie quasi verlustfrei an die
Chl-a-Molekiile weitergeleitet.

(4b) Die In-vivo-Fluoreszenzemission geht nahezu vollstindig von C im angeregten Zustand
C" aus, womit praktisch [C"] ~ F giiltig ist (s. Abs. 2.4). Akzessorische Pigmente dienen ohne
die Moglichkeit der Riickreaktion ausschlieBlich als Zubringer von Exzitonen.

(4¢) Eine mégliche direkte Anregung durch Licht bzw. Relaxation liber Fluoreszenz oder Wir-
me des Primérdonators Pggg des RC II wird nicht in die Betrachtungen einbezogen, da das Ver-
haltnis Pggo:C, d.h. 1/[C] in der GréBenordnung 1:100 liegt [s. Schatz et al., 1988].
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(5) Der Elektronentransport wird unbeeinfluBt vom Protonentransport als linear angesehen.
Folglich werden nichtlineare (zyklische) Elektronentransportprozesse sowie Einfliisse auf die
Beweglichkeit von PQ und PC beim Elektronentransport durch Anderungen des ApH iiber der
Thylakoidmembran vernachlassigt (s. Abs. 2.3:3).

(5a) Limitiert wird der Elektronentransport maBgeblich durch den Ubergang von PS 11 zu PS 1,
d.h. der Elektronentransport in das PS II und aus dem PS I erfolgt im Vergleich zu den sonst
betrachteten Reaktionen ohne Verzégerung.

(5b) Die Reaktionskomponenten Pgg, Pheo und Q4 des RC II werden als P zusammengefaBt,
so daf} die Sequenzen der Ladungstrennung gemaB der Gln. (2.7a-d) als ein Schritt der Radikal-
paarausbildung von P zu P* behandelt werden, dem sich der Elektronentransport anschlief3t.
(5¢) PS I wird zuziiglich der Reaktionskomponenten Cyt b/f und PC als ein einziger Akzep-
torkomplex A des PS II aufgefaBt. Die Bereitschaft zur Elektronenaufnahme wird durch die
Radikalpaarausbildung von A zu A* dargestellt, die sich durch eine nicht explizit formulierte
Lichtanregung des PS I einstellt. Diese Anregung wird mit einem Faktor n proportional zu der
Rate der Lichtabsorption j, angesetzt.

(5d) Die Vermittlung zwischen P und A, welche dem Elektronentransport durch den Pendel-
verkehr des PQ zwischen den spezifischen Bindungsstellen am RC II und Cyt b/f entspricht
und mit den Gln. (2.8a-c) beschrieben wurde, ist zusammengefalit mit Hilfe eines nur einfach
reduzierbaren Chinons Q darstelibar.

(6) Innerhalb des Modells lassen sich die in Betracht gezogenen Teilprozesse der Lichtreaktion
abhingig vom Reaktionszustand, d.h. vom Anregungs- bzw. Redoxzustand der Komponenten
und durch entsprechende, zeitlich unabhiingige Ratenkonstanten ausdriicken.

4.2 Modellformulierung

Mit den zuvor getroffenen Annahmen 148t sich das in Abb. 4.1 gezeigte Schema zur Beschrei-
bung der Lichtreaktion aufstellen. Es lag nahe, die betrachteten Komponenten in Abhéngigkeit
vom Reaktionszustand mit den berticksichtigten Ubergéngen anzugeben.

Abb. 4.1. Vereinfachtes Reaktionsschema der PSU. Die Komponenten sind durch GroRbuchstaben dargestelit,
betreffs der Lichtempfindlichkeit grau unterlegt und mit hochgestellten Symbolen betreffs ihres Reak-
tionszustands markiert. Durch Pfeile mit indizierten Ratenkonstanten k. sind die Termiiberginge ge-
kennzeichnet, wobei gestrichelte Pfeile Riickreaktionen angeben.
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In Abb. 4.1 wird das PS II in Form von C, dem Chl-a-Anteil des LHC II, und P, dem an der
Ladungstrennung beteiligten Anteil des RC II, betrachtet. Zwischen P und dem Akzeptor-
komplex A werden Elektronen iiber das einfach reduzierbare Chinon Q transportiert. Den
nichtlimitierten Transport der Elektronen e von der Donatorseite des PS II zum P* und von
A® zur Akzeptorseite des PS I deuten die in Abb. 4.1 grau gezeichneten Pfeile an. Die Rate der
Lichtabsorption j,, die sowohl direkt absorbiertes Licht als auch empfangene Exzitonen aus
den akzessorischen Pigmenten darstellt, verursacht angeregte Zusténde C", die mit der Raten-
konstante k, relaxieren. Diese Ratenkonstante fafit die Ratenkonstanten der Fluoreszenzemis-
sion und Dissipation mit k; = kg + kp zusammen. Aulerdem werden die angeregten Zustinde
C” durch die Ubertragung von Exzitonen auf P mit der Ratenkonstante kr abgebaut. P geht
seinerseits mit dem Empfang von Exzitonen in den Redoxzustand P iiber, der die La-
dungstrennung im RC II symbolisiert. P* rekombiniert durch die Riickiibertragung von Exzito-
nen auf C und durch den Transport von Elektronen zum Chinon Q mit den entsprechenden
Ratenkonstanten k; und k,. Durch die Elektronenaufnahme wird Q reduziert und gelangt in den
Zustand Q", der zum einen durch den Riicktransport von Elektronen auf P mit k, und zum
anderen durch die Weiterleitung von Elektronen auf den empfangsbereiten Akzeptorkomplex
A% mit k, zuriickgesetzt wird. Als empfangsbereit wird der Akzeptorkomplex A im Redoxzu-
stand A* angesehen, der sich vergleichbar mit P* letztendlich lichtinduziert durch eine Rate der
Lichtabsorption, die iiber den Faktor n proportional zur Rate j, verstanden wird, einstellt.
Neben der Elektronenleitung wird eine Riickreaktion von A” zu A vor allem durch dissipative
Prozesse mit der Ratenkonstante kg angesetzt.

Anderungen in der Anzahl von Anregungs- bzw. Redoxzustinden der Komponenten lassen
sich in Ubereinstimmung mit dem oben dargelegten Reaktionssystem schlieBlich auch mathe-
matisch durch ein gekoppeltes Differentialgleichungssystem folgendermafien formulieren:

d[C"]/dt = j, [C]- k,[C"]- k1 [P][C"1+k, [P*]C]
d[P*)/dt = k1 [P][C" -k, [P*][C]— k,[P*][Q]+ k4 [PIQ"]
d[Q1/dt =k, [P=][Q)- ko [PIQ"1- k.[Q ][A%]
d[A™]/dt = nj, [A]- kg [A%]- K [Q7][A"]

Hierbei weisen die eckigen Klammern darauf hin, daB es sich um die Angabe von Konzentra-
tionen innerhalb einer PSU handelt. Unter Bezug auf die Grundgesamtheiten:

[Col=[C]+[C"]  mitc=[C }/[Cq]
P,]=[P]+P*]  mit p=[P*)/[P]

(4.1).

(4.2)

Ql=RI+[Q7]  mit q=[Q 1/[Q]

[Ao]=[A]+[A®]  mita=[A%]/[A,]

lassen sich die Gleichungen des Systems (4.1) normiert dergestalt angeben:

de/dt=j, 1-c)—k,c—ky(I-p)c[Pyl+k, pl—c)[F] (4.3a)
dp/dt = k. (1- p)e[Cy -k, p(1-)[Cq ] k,p(1-@)[Qq 1+ kq (1-P)alQo] (4.3b)
dg/dt=k, p(—q)[P]-k; (I-p)a[Py]-k.qalA] (4.3¢)
da/dt =nj, (1-a)- kg2 —k.qa[Q,] (4.3d).
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4.3 Modellinterpretation

Die Lésungen der Gln. (4.3a-d), die aufgrund ihrer Normierung zwischen Werten von 0 und 1
liegen, zeigen den Konzentrationsgrad der Anregungs- bzw. Redoxzusténde der Komponenten
in Abhéngigkeit von der Zeit an. Im Endeffekt soll also der Verlauf c(t) die Kinetik der Fluo-
reszenzintensitét F(t) gemiB dem Ansatz wiedergeben, daB sich die Fluoreszenzintensitit
proportional zur Anzahl der angeregten Zustinde [C"] verhlt, d.h. F(t) ~ c(t).

Aus der Modellformulierung ist unmittelbar zu erkennen, daf die zeitliche Anderung der Kon-
zentrationen der Anregungs- und Redoxzustinde — nichts anderes stellen die Differentialquoti-
enten auf der linken Seite der Gln. (4.3a-d) dar — von konkreten Reaktionen abhingig sind. Die-
se Reaktionen werden in Form von Relaxationsprozessen fiir Anregungszustinde der licht-
empfindlichen Komponenten C und A durch die Reaktionen erster Ordnung mit den Konstan-
ten k; und kg berticksichtigt. Alle iibrigen Reaktionen finden zwischen jeweils zwei Reaktions-
partnern statt und sind demzufolge durch Reaktionen zweiter Ordnung ausgedriickt, wobei k,
und K, in der Literatur angegebene Riickreaktionen kennzeichnen (s. Abs.2.3.2und 2.3.3).

Am Beginn der Beobachtung zum Zeitpunkt ty = 0 liegt das System in einem Zustand vor, der
durch die Anfangsbedingungen c(t;); p(to): q(to); a(ty) charakterisiert ist. Sind im Gleichgewicht
zum Zeitpunkt t; weder Anregungs- noch Redoxzustinde der Komponenten existent, liegen
die Anfangsbedingungen der idealen Dunkeladaption des Systems vor:

c(to) = 0; p(te) = 0; q(te) = 0; aty) = 0 (4.4).

Dieser Idealfall der absoluten Grundzustinde der Systemkomponenten wird als annihernd
erflillbar vorausgesetzt, so daB sich mit dem Gleichgewicht der Dunkeladaption eine reprodu-
zierbare Ausgangssituation ergibt, die mit der in Abs. 2.4.2 hinsichtlich der Messung erwihn-
ten Situation vergleichbar ist. Reaktionszustinde, die langer anhaltend nach dem Eintreten der
Dunkelheit aufireten knnen und andere Lumineszenzformen als die spontane Fluoreszenz
verursachen, werden entsprechend Abs. 2.4 bereits in der Gl. (2.1) vernachléssigt.

Ohne Antrieb durch eine Rate der Lichtabsorption, d.h. mit j, = 0 und mit den obigen An-
fangsbedingungen treten erwartungsgemsilB auch keine zeitlichen Anderungen de/dt; dp/dt;
dg/dt; da/dt in den Gln. (4.3a-d) auf. Die Komponenten des dunkeladaptierten Systems verhar-
ren im Grundzustand, gleichbedeutend dem Gleichgewicht der Dunkeladaption. Tritt hingegen
eine konstante Rate der Lichtabsorption j, > 0 fiir ein derartiges dunkeladaptiertes System ein,
ist nun auch mit Differentialquotienten ungleich null zu rechnen. Damit ergeben sich zeitab-
héngige Werte c(t); p(t); q(t) und a(t), bevor sich voraussichtlich erneut ein Gleichgewicht mit
den dazugehdrigen zeitlich unverdnderlichen Werten 0 <c; py; qs; a < 1, mit ¢, ~ F,, fiir das
System einstellt. Diese Werte entsprechen dann gleichzeitig den Anfangsbedingungen der
Helladaption des mit j, vorbelichteten Systems, gesetzt den Fall, daB t, in der Gleichgewichts-
phase liegt. Mit diesen Anfangsbedingungen und einem spontanen Ende der Belichtung, sind
nun mit j, = 0 zeitliche Anderungen de/dt; dp/dt; dg/dt; da/dt kleiner als null, d.h. die Abkling-
kinetiken von ¢(t); p(1); q(t) und a(t) zu erwarten, bis sich wiederum das Systemgleichgewicht
der Dunkeladaption einstellt.

Das Abklingverhalten c(t); p(t); q(t) und a(t) eines helladaptierten Systems nach Beendigung
der Belichtung geht zuriick auf die Geschwindigkeiten der verbleibenden Uberginge. Die Ab-

laufe der Ladungstrennung und des Ladungstransports, die in den Abs. 2.3.2 und 2.3.3 vorge-
stellt wurden, vollziehen sich in ZeitgréRenordnungen unterhalb 10 s. Werden die in dem
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Modell berticksichtigten Riickreaktionen gleichfalls in dieser Grofenordnung angenommen,
wiirde das gesamte System in verhdltnismaBig kurzer Zeit wieder vollkommen im Grundzu-
stand vorliegen. Besonders aber die notwendige Dauer der Dunkeladaption, die nach Biichel
und Wilhelm [1993] in der Gréfenordnung von 10° s zu finden ist, um einen reproduzierbaren
Ausgangszustand des Zellmaterials bzw. eben das Gleichgewicht des Systems zu erlangen,
deutet allerdings darauf hin, dal3 mindestens ein Prozef, der lichtinduzierte Reaktionszustinde
zuriicksetzt, wesentlich langsamer ablaufen muf. Da die Intensitat der spontanen In-vivo-
Fluoreszenz, die implizit mit der Ratenkonstante k. erfafit wurde, sehr schnell nach dem Ende
der Belichtung abklingt, kann davon ausgegangen werden, daB dieser langsame Prozef3 nicht
unmittelbar mit c(t) in Verbindung steht. Auch ein Zusammenhang mit p(t) und q(t), die nicht
nur in Richtung des photochemischen Energietransports, sondern auch riickkoppelnd durch k;
und k, im Modell berticksichtigt worden sind, scheidet als Ursache eines langsamen Prozesses
aus, weil das sofortige Abklingen der Fluoreszenzintensitit bei j, = 0 notwendigerweise
schnell ablaufende Energieiibergénge innerhalb des PSII fordert.

Somit ist absehbar, daf sich der ProzeB, der das langsame Abklingverhalten des helladaptierten
Systems nach Beendigung der Belichtung hervorruft, auf der nicht riickgekoppelten Akzeptor-
seite des PS II abspielt. Der dementsprechende Akzeptorkomplex A, der im Modell des pho-
tochemischen Elektronentransports als Zusammenfassung sémtlicher dem PS II nachfolgenden
Komponenten einschlieBlich des PS I verstanden wird, ist lichtinduziert bereit, Elektronen aus
dem PS II mit k. aufzunehmen, aber keinesfalls bereit, Elektronen an PS II zurtickzugeben.
Eine Riicksetzung des Redoxzustands A~ erfolgt danach durch den Empfang von Elektronen
aus dem PS II mit k., dem geschwindigkeitslimitierenden Schritt der Lichtreaktion gemaB Gl
(2.8¢) und durch eine Relaxation mit k. die alle intern moglichen Riickreaktionen des Akzep-
torkomplexes zusammenfaft.

Wird nun vorausgesetzt, dald in Zeiten oberhalb 10™" s nach dem Ende der Belichtung gilt:

¢; p; q << a bzw. streng gefordert c; p; q = 0, ergibt sich fiir dementsprechende Zeiten die An-
derung des Reaktionszustands des Systems mit j, = 0 allein anhand der Gl. (4.3d) in folgender
Weise:

da/dt=-kya (4.5)
mit der Losung:
= aae_k‘” (4.6).

Dieses entspricht einem hiufig vorkommenden Abklingverhalten, wobei die Integraticnskon-
stante a, als normierte Anfangskonzentration ag = [A™( 15))/[ A¢] bei Einsetzen von ja=0zum
Zeitpunkt t; = 0 zu verstehen ist. Von Bedeutung ist diese scheinbar beildufige Uberlegung
besonders hinsichtlich der experimentellen Betrachtungen helladaptierter Systeme. Wie bereits
in Abs. 3.4 dargelegt, wurde nach Ende der Helladaption eine kurze Phase der Dunkeladaption
der Zeit t; vor Beginn der Beobachtung eingeschoben, da meBtechnisch ein direktes Umschalten
zwischen den Intensititen der Vorbelichtung und des MeBlichts einen problematischen Uber-
gang verursacht hétte.

Der helladaptierte Systemzustand kann nun schlieBlich nach der intermedigren Dunkeladapti-
onszeit t;, mit zweckmaBig 10° s >>1,> 107! s, iiber einen einzigen verdnderlichen Parameter
verhiltni smaﬁw einfach abgeschitzt werden, ohne daB die Auswirkung der vorangegangenen
Helladaption auf das System aufgehoben ist. Es ergeben sich die Anfangsbedingungen fiir einen
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umn die intermedizre Dunkeladaptionszeit t; verschobenen Beobachtungsbeginn eines helladap-
tierten Systems:

e(t}) = 0; p(t) = 0; q(t;) = 0; a(t;) =a e " 4.7).

Folglich wird im Modell tiber die Ratenkonstante kg, welche dann deutlich kleiner als samtliche
librigen Ratenkonstanten sein muf, das lan gsame Abklingverhalten lichtinduzierter Anregungs-
zustéinde des Systems, also gleichermafen die notwendige Dauer der Dunkeladaption zur Er-
langung des Systemgrundzustands entscheidend bestimmt.

Ein weiterer grundlegender Systemzustand liegt vor, wenn der Elektronentransport zwischen
dem RC IT und dem PQ blockiert wird. Durch die toxische Behandlung von Zellen mittels des
kiinstlichen Redoxsystems DCMU wird die Qg-Bindungsstelle besetzt (s. Abs. 2.4.2 bzw.
Abs. 3.4). Das bedeutet, aus dem geschlossenen RC II flieflen keine Elektronen ab, wodurch
sich mit Einsetzen von j, > 0 unmittelbar die gréftmogliche Konzentration an P* einstellt, wel-
che riickkoppelnd zur duBersten Exzitonendichte ¢,,, mit ¢m~ Fp, im PS 11 fithrt. Dieser Fall,
formuliert durch die Setzung der Ratenkonstante kp = 0, vereinfacht das gekoppelte Glei-

chungssystem (4.3a—d) wie folgt:
de/dt=j, 1—c)=k,c—kr(1-p)c[P]+k,p(l- c)[By] (4.8a)
dp/dt=kr(1-p)e[Cql—k,p(1-c)[C,] (4.8D).

Wehrend die Gl. (4.3a) mit Gl. (4.8a) identisch ist, tritt in GI. (4.3b) gemiB k, = 0 ein Wegfall
der Terme, die q enthalten, ein, so daB sich Gl. (4.8b) ergibt. Da Q nicht reduziert wird, womit
gleichzeitig k, = 0 gilt, kénnen selbstverstindlich unter der Voraussetzung g(to) = 0 bzw.

q(t)) = 0 auch keine Elektronen aus Q abgefiihrt werden, und Gl. (4.3c) geht tiber in dq/dt = 0.
Demzufolge liegt die Gl. (4.3d) entkoppelt vor und ist hinsichtlich der Fluoreszenzbetrachtung
des mit DCMU behandelten Systems nicht von Belang.

Unter der Voraussetzung, daf8 der Peak der Fluoreszenzintensitit Fp. mit F, ~ ¢,, des dunkel-
adaptierten Systems auf die geschwindigkeitslimitierende Elektroneniibertragung zwischen den
zwei seriell arbeitenden Photosystemen zuriickgeht, resultiert, da bereits eine unmittelbare
Kopplung von P und A iiber eine zusammenfassende Geschwindigkeitskonstante k. die Mo-
dellierung des Peaks ¢, prinzipiell erlauben sollte. Wie noch in Abs. 5.1 gezeigt wird, ist ¢,
tatsdchlich bereits durch folgende vereinfachte Modellvariante darstellbar:

de/dt = j, (I1-c)-k.c- kr(1-p)c[Py]+ k. p(l-c)[P;] (4.92)
dp/dt = ky (1= p)e[Co ]k, p(1=)[Co ]k, pa[A,] (4.9)
da/dt=nj,(1-2)—k, a~k . pa[P,] (4.9¢).

Hierbei wird der Beginn des Anstiegs sowohl fiir das dunkeladaptierte als auch fiir das mit
DCMU behandelte System gleichermafen durch den Ubergang von P zu P* bestimmt. Wie
jedoch aus der Literatur bekannt [z.B. Owens, 1991; Lichtenthaler und Rinderle, 1988] und
auch in den Experimenten (Abs. 3.4 und 3.5) bestitigt werden konnte, unterscheiden sich die
beiden Félle nachweislich flir eine beliebige Gesamtheit besonders in der Form, daf der Anstieg
auf ¢, steiler als der auf ¢, ist.

Um diesen Unterschied darstellen zu kénnen, ergab sich die Notwendigkeit, den Ubergang von
PS 1T zu PS I durch die Gl. (4.3¢) im Grundmodell separat zu beriicksichtigen. Ohne die
DCMU-Behandlung des Systems kann dann im Fall einer Anregung gerade das Chinon Q im

42



Grundzustand Elektronen aus P* mit k, aufnehmen, wodurch c(t) und p(t) voraussichtlich
verzdgert auf ¢, und p, anwachsen, bevor sich durch die unumkehrbare Weiterleitung des Elek-
trons tiber Q auf den empfangsbereiten Akzeptorkomplex A mit k, <k, die Konzentrationen
¢ und p wieder merklich vermindern. Diese Ubertragung verkdrpert den Elektronentransport
durch die Drift des Plastochinons innerhalb der Thylakoidmembran zwischen den entspre-
chend vakanten Bindungsstellen am RC II und dem Cyt b/f, womit, wie in Abs. 4.1 vorausge-
setzt, die Gln. (2.8a-c) zusammengefaBt im Grundmodell einbezogen wurden.

Der grundlegende Schritt zur Modellierung des typischen Peaks der Fluoreszenzintensitit F,
dunkeladaptierter Systeme geht auf die Uberlegung zuriick, daB die beiden lichtempfindlichen
Systeme PS I und PS I geschwindigkeitslimitierend seriell arbeiten. Wie in Abb. 4.2 radikal
schematisiert gezeigt, ist ihre Arbeitsweise im Prinzip mit der zweier durch einen Engpal} ver-
bundenen Dipole vergleichbar, die sich lichtinduziert ausbilden.

Abb. 4.2. Grundprinzip des im Modell angenommenen Elektronentransports zwischen PS II und PS 1. Die
Zeichen der Polung *+ und ‘-’ deuten die jeweilige gerichtete Ausbildung eines Radikalpaares in den
Reaktionszentren der Photosysteme nach der Energiezufuhr hv an.

Besonders die Betrachtungsweise in Abb. 4.2 verdeutlicht einen zwangslaufig notwendigen
Unterschied in der mathematischen Formulierung des Elektronentransports zwischen PS 11
und PS 1. Wihrend die photochemische Energieabgabe der Komponenten im PS II jeweils
durch Terme mit negativem Vorzeichen beriicksichtigt wurde, wird im PS I hingegen die pho-
tochemische Energieaufnahme aus dem PS II als Term mit negativem Vorzeichen angesetzL.
Konkret bedeutet das, im Grundmodell vermindert der Elektronentibergang mit k. sowohl q(t)
in Gl. (4.3c) als auch a(t) in Gl. (4.3d) bzw. in der vereinfachten Modellvariante verringert
dementsprechend der Ubergang mit k. die jeweils betrachteten Konzentrationen in den Gln.
(4.9b und c). Anders als bei den betrachteten Komponenten des PS II wird also fiir den Ak-
zeptorkomplex A und damit schlieBlich auch fiir das PS I nicht die Abgabe, sondern der Emp-
fang von Elektronen als der begrenzende Energietibergang zweiter Ordnung angesehen, welcher
lichtinduzierte Reaktionszustinde zuriicksetzt. Ein derartiges Modell, d.h. die Formulierung
des Reaktionsschemas der Abb. 4.1 durch die Gln. (4.3a-d), ist in der vorliegenden Literatur
bislang nicht behandelt worden.
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4.4 Vergleich mit Modellen aus der Literatur

Ein direkter Vergleich des vorgestellten Grundmodells mit Modellen aus der Literatur ist nicht
unmittelbar méglich, da diese in der Regel entweder ein anderes Zeitintervall der Fluoreszenz-
betrachtung zugrunde legen oder mit wihrend der Untersuchung speziell ermittelten Parame-
tern operieren [s. Joshi und Mohanty, 1995]. Nachstehend konnen deshalb nur einige wesent-
liche Schnittpunkte mit naheliegenden Modellen umrissen werden.

Das Reaktionsschema (Abb. 4.1) ist mit dem von Butler [1978] aufgestellten Schema hinsicht-
lich der Kopplung von C und P identisch. MaBgeblich unterscheidet sich jedoch die Betrach-
tung beziiglich der photochemischen Energieweitergabe mit k;, die von Butler abhéngig von
einem Parameter ' (0 < o < 1) angesetzt wird und den Reaktionszustand des RC II charakteri-
siert. Nicht zuletzt daher wurden die Bezeichnungen *geschlossen’ mit o = 0 fiir reduzierte RC
IT und “offen’ mit o= 1 fiir oxidierte RC II abgeleitet.

Den Gln. (4.8a und b) zur Beschreibung des DCMU behandelten Systems entspricht quasi das
von Renger et al. [1987] allgemein angegebene Modell, welchem letztlich auch das Reaktions-
schema von Butler [1978] zu Grunde liegt, allerdings unter der Voraussetzung, dall o= 0 gilt.
Aus dem RCII flieBen somit keine Ladungen ab und durch die Riickreaktion mit k, stellt sich
Frm ein. Wird nun adéquat ein Term des Elektronenabflusses in Form von k, o p additiv auf der
Seite der Energieumsitze in Gl. (4.8b) beriicksichtigt, lassen sich im stationéren Fall, d.h. unter
den Gleichgewichtsbedingungen: de/dt =0; dp/dt = 0, mit den Naherungen: Cy = C; Py = P
sowie Pg =1 fur die Fluoreszenzausbeute ®¢ gemiB Gl. (2.12) mit F = k¢ ¢ und Jan = ja fol-
gende Ausdriicke ableiten:

- ¥

1- ¥, %,

) ; Wr = K L Ny L :
k, +kt k., +kq k, +k,a/Cy

O

Wird ferner in Betracht gezogen, daR die Substitution k, = kg + kp gegeben ist und interne Re-
laxationen des RC II vernachlassigt wurden, sind diese Ausdriicke mit denen von Renger et al.
[1987] konsistent. P¢ gibt die Fluoreszenzwahrscheinlichkeit des LHC II an, wéhrend ¥; und
¥, die Wahrscheinlichkeiten fiir die jeweiligen Exzitoneniibertragungen zwischen LHC IT und
RC II angeben. Der Funktionszustand des Gesamtsystems wird demnach abhiingig von der
normierten Anzahl offener Reaktionszentren in Form o/Cy festgelegt. Diese Anzahl wird in
dem vorgestellten Grundmodell Gin. (4.3a-d) von vornherein instationdr durch eine Zustands-
betrachtung des Chinons Q und entsprechender Folgereaktionen beriicksichtigt. Damit sind
unter den obengenannten Voraussetzungen die Modelle von Butler [1978] bzw. Renger et al.
[1987] betreffs der Kooperation des LHC II mit dem RC II als Grenzfille prinzipiell in dem
Grundmodell Gln. (4.32-d) mit enthalten.

Diesbeziiglich weiterfilnrende Modelle, wie z.B. von Schatz et al. [1988] oder Trissl et al.
[1993] lassen sich kaumn mit dem vorgestellten Grundmodell vergleichen, da sie sich im Einzel-

' Dieser Parameter, hier ¢ genannt, wird in der Originalarbeit vom Autor mit dem Buchstaben A bezeichnet,
welcher jedoch in der hier vorliegenden Arbeit bereits den Akzeptorkomplex symbolisiert.



nen ausschlieBlich mit dem Exzitonentransfer, d.h. mit den sehr schnellen Teilprozessen der
Lichtreaktion vor dem Erreichen der Intensitit der Grundfluoreszenz F, befassen.

Vergleichbar im Hinblick auf eine Abbildung eines Peaks der Fluoreszenzintensitét eines dun-
keladaptierten Systems durch ein Differentialgleichungssystem sind die Ergebnisse von Chri-
stoffers [1987]. Das von ihm vorgeschlagene Reaktionsschema kommt ohne Riickreaktionen
aus und liefert offenkundig gute Anfittungen fiir Beobachtungszeiten im Sekundenbereich. Je-
doch 14Bt es sich nicht ohne weiteres biindig mit dem Konzept des Elektronentransports in der
PSU vereinbaren, da es unter Bezugnahme auf die ATP-Synthese angesetzt wurde, womit eine
unmittelbare Diskussion beziiglich der Gln. (4.3a-d) nicht méglich ist.

Von Renger und Schulze [1985] wird ferner ein Reaktionsschema durch ein Differentialglei-
chungssystem angefithrt, welches die Ubergange der Gln. (2.8a-c) einschlieBlich moglicher
Riickreaktionen und damit den Anstieg von F, auf F,, detailliert behandelt. Um einen optimalen
Kurvenfit an die Zwischenniveaus O.1.D,P der Kinetik (Abb. 2.8) zu erreichen, wurde dabei,
wie auch in einem von Baake und Schlsder [1991] weiterentwickelten Modell, mit zum Teil
zeitabhingigen Koeffizienten gearbeitet. Darauf wurde in dem hier vorgestellten Modell ver-
zichtet, d.h. es wurde an einer Modellierung mit Hilfe von Ratenkonstanten wortlich festgehal-
ten. Ferner wurden die Sequenzen (2.8a-c), die auch von Stibert und Strasser [1996] numerisch
behandelt werden, laut Voraussetzung stark zusammengefaBt, indem die Gln. (4.3b und ¢) den
photochemischen Transport aus dem RC II iiber PQ durch den einfachen Elektronentibergang
von P zu Q mit k, beschreiben. Die dazugehdrige Ruickreaktion von Q zu P, die nach Crofts
und Wraight [1983] fir G. (2.82) méglich ist, wurde unterdessen mit kq beriicksichtigt. Ange-
sichts der zusammengefaBten Ubergange kann durch die Losungen c(t) der Gln. (4.3a-d) im
Unterschied zu den oben genannten Modellansétzen von vornherein nur eine vereinfachte Ab-
bildung des Anstiegs von F, auf F, ohne markante Zwischenniveaus erwartet werden. Solche
Losungen sollten dennoch der eingangs getroffenen Zielsetzung hinsichtlich der Modellierung
einer Kurvenschar von Fluoreszenzinduktionskinetiken verschieden adaptierter Algen inner-
halb angezeigter Zeitintervalle gentigen, was sich im kommenden Abschnitt zeigen wird.

45



5. Auswertung und Diskussion des Modells

Eine Betrachtung der experimentell ermittelten Kinetiken der Fluoreszenzintensitit mit Hilfe
des vorgestellten Modells erfordert jetzt, daB das gekoppelte Differentialgleichungssystem
(4.3a-d) unter Verwendung entsprechender Parametersitze geldst wird. Nachfolgend werden
zunichst Lésungen dieses Systems qualitativ vorgestellt und dann, nach Anpassung der Para-
meter, schlieBlich Losungen, die quantitativ die experimentellen Ergebnisse wiedergeben. Ab-
schlieend wird mittels inverser Schluweise gezeigt, wie aus Werten der Fluoreszenzemission
zugehdrige Intensitéten der Vorbelichtung einer Algenpopulation unter Verwendung des Mo-
dells berechnet werden kénnen.

5.1 Loésung des Differentialgleichungssystems

Das nichtlineare System gewthnlicher Differentialgleichungen erster Ordnung mit konstanten
Koeffizienten gemih Gln. (4.3a-d) lieB sich nicht analytisch 18sen. Allein die Zahl der Anre-
gungszustdnde des Chl a ungekoppelter LHC II kann als einfachster Fall unmittelbar analy-
tisch berechnet werden. Bis auf die Relaxation der Anregungszustinde des Chl & mit der Ra-
tenkonstante k; und die Anregung durch die Rate der Lichtabsorption j, finden dann keinerlei
Ubergéange statt. Damit 4Bt sich anhand der Gl. (4.3a) dieser Fall wie folgt beschreiben:

de/dt=j,(1-c)—k,c (5.1)

mit der Losung:

c=—d2__ (l—e‘(ja“‘f)‘) (5.2)
J. +k,

Fiir Zeiten (j;+k;)" <<t < oo ergibt sich c = ja(iatk)", wonach ¢ ~ j,, solange Ja<<k. Das
bedeutet, wenn die Zahl der absorbierten Photonen weit unter dem Sattigungswert bleibt, ver-
hélt sich die Konzentration der angeregten Zustdnde des Chl @ direkt proportional zur Rate der
Lichtabsorption innerhalb des angegebenen Zeitintervalls.

Um Fluoreszenzinduktionskinetiken im Hinblick auf die im Modell beriicksichtigten Kompo-
nenten der Lichtreaktion uneingeschrinkt zu berechnen, miissen nun die gekoppelten Differen-
tialgleichungen (4.3a-d) geldst werden. Nachfolgend werden entsprechend numerisch ermittelte
Ergebnissevorgestellt.

Im Sinne der mathematischen Formulierung stellen die gekoppelten Gln. (4.3a-d) ein Anfangs-
wertproblem dar, welches sich mit Hilfe eines numerischen Mehrschrittverfahrens 16sen liel3.
Dazu wurde das kommerzielle Programm MATLAB' und ein zugehériger Lsungsalgorithmus
auf einem PC benutzt. Unter verschiedenen L gsungsalgorithmen erwies sich einzig ‘ODE158’
als geeignet, das Differentialgleichungssystem mit um mehrere Gréfenordnungen unterschiedli-
chen Koeffizienten zu 16sen. Es handelt sich dabei um ein von Shampine und Reichelt [1997]
dargelegtes Verfahren mit sogenannt quasi konstanter Schrittweitensteuerung der numerischen

' Math Works Inc., Natick, MA (hup://www.mathworks.com)
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Differentiation. Fiir die Berechnung des Differentialgleichungssystems wurden vornehmlich die
Grundeinstellungen der Optionen innerhalb des Programmbestandteils ‘ODESET", die letzt-
endlich auch die Abbruchbedingungen des Verfahrens festlegen, angewendet.

Anhand eines ausgewithlten Parametersatzes, der in Abs. 5.2 noch niher erldutert wird, sind in
Abb. 5.1 die numerischen Lésungen des Modells gemaB der Gln. (4.3a-d) fiir die in Abs. 34
bzw. 4.3 unterschiedenen Systemzusténde dargestellt, also fiir:

e tox. - toxisch mit DCMU behandelt gemiB den Gln. (4.8a und b),

o dkl. - dunkeladaptiert gemdB den Anfangsbedingungen (4.4),

e hell - helladaptiert gemdB den Anfangsbedingungen (4.7).
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Abb. 5.1. Losungen c(t); p(t); g(t): a(t) des Differentialgleichungssystems (4.3a-d) fiir die Fille der Dunkeladap-
tion, der Helladaption mit a(t;) =2 a, und der toxischen Behandlung fur folgenden Parametersatz:

j2=0,001 s'; n = 100, mit den Konzentrationen [Co] = 100; [PDJ =1; [Qo] = 10: [Ac] = 1 und mit
den Konstanten k.= 10" s": kr=10"s"; k=10’ s"; k=100 s"; k. = 100 s': ke=0,1 57 sowie
k,=10"s" bzw. im toxischen Fall k; = 0.

Die Losungen flir die drei verschiedenen Falle sind jeweils in Abb. 5.1 aufgetragen und geben
qualitativ typische Verlaufsformen wieder. Die Kinetiken c(t) weisen die grundsitzlichen
Merkmale der Fluoreszenzinduktionskinetiken ghnlich denen der experimentellen Befunde auf.
Zum Zeitpunkt t = 0 lag in allen drei Fillen gem&B den Anfangsbedingungen des Modells

¢(t) = 0 iibereinstimmend mit F(t) = 0 in den Experimenten vor. Im Fall der Dunkeladaption
zeigt sich deutlich der Peak des Kautsky-Effekts, der unter der Voraussetzung der Helladapti-
on mit a(t;) > a, wie erwartet ausbleibt. Beide Verldufe miinden in einem gemeinsamen Gleich-
gewichtswert. Durch die Blockierung des Elektronentransports aus dem RC Il mitk, = 0im
Sinne der toxischen DCMU-Behandlung steigt der Wert bereits fiir t < 0,01s auf den stationé-
ren Maximalwert. Im Vergleich unterscheiden sich die Verldufe p(t) und ¢(t) kaum merklich,
was einen schnellen Ausgleich der Exzitonenkonzentration zwischen dem LHC [T und dem
RC II wiedergibt. Wie in Abs. 4.3 dargelegt, wird flir den Fall k, = 0 fur q(t) keine Zunahme
berechnet. Dieses Ergebnis stellt sich sowohl fiir die Anfangsbedingungen (4.4) als auch fir
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(4.7) ein, die diesbeziiglich gleichwertig sind. Formal wurde fiir den Fall der DCMU-
Behandlung auch die Lésung a(t) in Abb. 5.1 angegeben, die allerdings, wie bereits anhand der
Gln. (4.8a und b) festgestellt, betreffs der Fluoreszenzbetrachtung keine Rolle spielt. Dennoch
ist diese Losung, die unabhéngig von p(t) und c(t) ein groftmdglichen Redoxzustand a(t) aus-
bildet, insofern folgerichtig, da der Akzeptorkomplex nicht reduziert werden kann. Die Lésun-
gen a(t) fiir die Hell- bzw. Dunkeladaption zeigen Verlaufsformen, bei denen sich ausgehend
von den jeweils zugehdrigen Anfangswerten ein gemeinsamer Wert des Gleichgewichtsniveaus
einstellt. Mit dem Anfangswert a(t)) = 2 a, wird die Intensitit der Vorbelichtung gréBer als die
des MeBlichts vorausgesetzt. Es ist dieser, die Lichtadaption charakterisierende Startwert a(ty),
der bei einem festen Parametersatz die Bereitschaft zur Elektronenaufnahme durch den Akzep-
torkomplex anzeigt. Demzufolge liegt diese Bereitschaft im Fall der Dunkeladaption mit

a(tp) = 0 nicht vor, womit es beim Elektronentransport zu einer Art Stau kommt, der einen
Konzentrationspeak der Anregungs- bzw Redoxzustinde der iibrigen Komponenten auslést.

Als direkte duBere Einfliisse werden in dem Modell die Anregungsintensitdt in Form der Rate
der Lichtabsorption j, sowie unterschiedliche Vorbelichtungen der Algen in Form der Anfangs-
bedingungen beriicksichtigt. Diese Einfliisse wirken sich erwartungsgemal3 auf die Losungen
¢(t) des Systems aus, wie mittels der Beispiele, dargestellt in Abb. 5.2 und 5.3, gezeigt wird.

G
in willktirlichen Einheiten
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Abb. 5.2. Losungen c(1) des Differentialgleichungssystems (4.3a-d) im Fall der Dunkeladaption fiir drei verschie-
dene Raten der Lichtabsorption j, unter Verwendung des zu Abb. 5.1 angegebenen Parametersatzes.

Qualitativ fibereinstimmend mit den experimentellen Befunden lie sich fiir die Rfd-Werte nach
GL (2.10) auch im Modell keine direkte Abhéngigkeit von der Rate der Lichtabsorption fest-
stellen. Ebenso entspricht die Verringerung der zum Peak ¢, gehorenden Zeit t, fiir zunehmen-
de Raten j, den experimentellen Ergebnissen (s. Abs. 3.4).

Ohne grafische Darstellung sei ferner vermerkt, daf sich im Fall der toxischen DCMU-Behand-
lung anhand des Modells ¢y, ~ j, fiir t > 0,01 s ergibt, vergleichbar mit Fr, ~ 140 in den Experi-
menten. Sinnvoll erscheint diese Tatsache schon allein deshalb, weil das angeregte PS II an-
fanglich Ladungen aus dem OEC aufnehmen kann, die es dann durch die DCMU-Blockierung
mit k;, = 0 nicht mehr abgibt. Damit muf} die aufgenommene Lichtenergie gemiR der Energie-
erhaltung GI. (2.1) verstérkt iiber Wirme und Fluoreszenz freigesetzt werden.
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Abb. 5.3. Losungen c(t) des Differentialgleichungssystems (4.3a-d) fiir die Falle der Dunkeladaption, d.h. mit
a(t)) = 0 sowie verschiedener Helladaptionen: hell_h mit a(t) =2 a,, hell_g mit a(t;) = &, und hell_n
mit a(t) =as/ 2, bei a, = 0,192 unter Verwendung des zu Abb. 5.1 gegebenen Parametersatzes.

Die Anfangsbedingung (4.7) der Helladaptionen. d.h. speziell der Anfangswert a(t;) bewirkt,
wie am Beispiel in Abb. 5.3 deutlich wird, fiir 0 < a(t;) < a;, d.h. fir den Fall hell _n, eine Ver-
minderung des Rfd-Wertes, welcher mit a(t;)) = as, also im Fall hell g, verschwindet. Dieses
Verhalten geht qualitativ vollkommen mit den Verlaufsformen der experimentell ermittelten
Kinetiken F(t) bei jeweiligen Vorbelichtungen einher. Ebenso stimmen Modell und Experiment
im Fall hell_h, d.h. mit a(t;) > a; bzw. Lyg > L4, liberein.

Werden allgemein Einfliisse von Parametervariationen auf die berechnete Kinetik c(t) eines
dunkeladaptierten Systems betrachtet, wird die komplexe Eigenschaft der Kopplung der Gln.
(4.3a-d) u.a. besonders daran deutlich, dafl der Verlauf ¢(t) von der Setzung der einzelnen Mo-
dellparameter abhzngig ist. Als Beispiel wird in der Tab. 5.1 die sich andernde Ausbildung des
Peaks der Konzentration ¢, in Abhangigkeit jeweils einer Parametervergrofierung symbolisch
dargestellt.

([ |Qul[Ad] k [kr [k |k |k | k| k|

{cp(x)ﬂ \!z!z‘\!r\u&z‘ﬁiz‘

Tab. 5.1. Symbolisierung der sich @ndernden Ausbildung des Konzentrationspeaks c,(x) bei Vergréferung des
jeweiligen Parameters x. Eine Konzentrationserhdhung bzw. -verminderung fiir ¢,(x) wird durch die
Aufwirts- bzw. Abwirtsrichtung der Pfeile angezeigt, wihrend die Zeitverlagerung des Maximums zu
kleineren bzw. groBeren Zeiten durch die Links- bzw. Rechtsneigung der Pfeile angegeben ist. Die Pa-
rameter wurden auBerhalb der aufgefiihrten Variation so beibehalten, wie zu Abb. 5.1 an gegeben.

Zusatzlich lassen sich auch vergleichbarer Berechnungen fiir das vereinfachte Differentialglei-
chungssystem Gln. (4.9a-c) anfithren. Wie bereits in Abs 4.3 diskutiert, 148t sich auch mit die-
sem System, wie die berechneten Kinetiken in Abb. 5.4 zeigen, ein wesenseigener Peak der
Kinetik im Fall der Dunkeladaption darstellen. Allerdings setzt der Anstieg auf ¢, deckungs-
gleich mit dem Anstieg aufcy, ein'. Da durch die Gln. (4.9a-c) der Fall der toxischen DCMU-
Behandlung nicht getreu den experimentellen Befunden berechnet werden kann, bietet dieses
Gleichungssystem keine hinreichende Alternative zu dem System der Gln. (4.3a-d).

' Im eigentlichen Modell, mit den Gln. (4.3a-d), ist dieser theoretische Fall, der einer andersartigen toxischen
Behandlung entspricht, durch die Darstellungsmoglichkeit ke = 0 mit enthalten.
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Abb. 5.4. Lésungen c(t) des vereinfachten Differentialgleichungssystems (4.9a-c) fiir die Flle der Dunkeladapti-
on, der Helladaption mit a(t;} = 2 a, und der DCMU-Behandlung bei folgendem Parametersatz:
3e=0,001 s7:n=100; [Co]=100; [Po] = 1; [As]= l: ke =10"s7; kr= 10 "; k;= 100 5™
ke=0,1 5" und k. = 100 5™ bzw. im Fall der DCMU-Behandlung k. = 0.
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Abb. 5.5. Losungen des Differentialgleichungssystems (4.3a-d) normiert auf den jeweiligen Maximalwert fiir
Ja=0bei zu Abb. 5.1 gegebenem Parametersatz. Die Anfangswerte entsprechen den Gleichgewichts-
werten d.h. den Werten ¢; p; q und a bei t > 20 s in Abb. 5.1 fiir den Fall der Dunkel- bzw. Helladap-
tion.

SchlieBlich wurden die Gleichgewichtswerte fiir ¢, p, q und a aus den Kinetiken in Abb. 5.1 als
Anfangswerte einer Folgerechnung mit j, = 0 benutzt. Dies entspricht einem abrupten Belich-
tungsende und dokumentiert das zugehorige Abklingverhalten der Konzentrationen von Anre-
gungs- bzw. Redoxzustinden der betrachteten Komponenten bei Dunkelheit. Die entspre-
chenden Lésungen sind in Abb. 5.5 dargestellt. Wie in Abs. 4.3 diskutiert, gehen die Konzen-
trationen c(t), p(t) und q(t) verhéltnisméBig schnell (t < 1 s) in den Grundzustand gemiB Gl.
(4.4) zuriick, wihrend a(t) erst nach t > 10 s in den Grundzustand zurtickkehrt. Bedingt durch
die Ratenkonstante ky werden die lichtinduzierten Reaktionszustéinde des Akzeptorkomplexes
A langsamer zuriickgesetzt.
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5.2 Parameterauswahl

Praktisch wurden zuerst Parameter gewissermaBen willkiirlich angenommen, um eine qualitati-
ve Darstellung des MeBkurvenverlaufs mit Hilfe des Modells zu erméglichen. Dabei orientier-
ten sich die angestellten Uberlegungen selbstverstéandlich an Werten aus der Literatur, wie sie
im Abs. 2.3.2 und Abs. 2.3.3 beispielsweise durch Zeiten fiir die einzelnen Reaktionen zwi-
schen den Komponenten zitiert sind. Da Konzentrationen der Redoxkomponenten und Raten-
konstanten bzw. Ubergangszeiten fiir das konkrete Zellmaterial nicht bekannt waren, wurden
diese Werte, soweit mdglich aus der Literatur herangezogen. Nach Whitmarsh [1998] kénnen
diese Literaturdaten innerhalb gewisser Toleranzen fiir eukaryotisches Zellmaterial zugrunde
gelegtwerden.

In dem ausgewihlten Parametersatz, der den Berechnungen in Abs. 5.1 zugrunde lag, wurde
sich bereits weitestgehend nach den GréBenordnungen von Werten aus der weiter unten ange-
gebenen Literatur gerichtet. Wie in Abs. 2.3.3 zitiert, sei jedoch daran erinnert, daf} die PSU
allein schon ein Modell darstellt, denn die Lichtreaktion selbst legt im Augenblick ihres Ge-
schehens eine PSU fest, die sich aufgrund zweidimensionaler Diffusionsprozesse innerhalb der
Thylakoidmembran nicht jedesmal aus ein und denselben Komponenten aufbauen mub. In
dieser Hinsicht stellen Parameter schon innerhalb der Membran Mittelwerte dar.

Konkret gehen einige Abschétzungen von Ratenkonstanten auf den Kehrwert der angegebenen
Zeiten addquater Ubergznge zuriick, so ky auf Gl. (2.7¢), k; auf Gl. (2.8a) und k. auf GL. (2.8c).
Die Konstante k. setzt sich, wie in Abs. 4.2 vorausgesetzt, als Summe der Ratenkonstanten
der Dissipation kp und der Fluoreszenz ky zusammen und wurde in der GréBenordnung aus
der Literatur {ibernommen [s. z.B. Weis und Berry, 1987]. Zu den Ratenkonstanten der Riick-
reaktionen k; und k, waren keine direkt iibertragbaren Angaben bekannt'. Sie wurden kleiner als
die Ratenkonstanten der zugehtrigen Hinreaktionen abgeschétzt.

Als rein modellspezifische Parameter wurden der Proportionalitétsfaktor n und die Ratenkon-
stante kg eingefiihrt. Der Faktor n, welcher die Rate der Lichtabsorption j, des PS I auf das
PS I bezieht, wurde zunéchst in der GroBenordnung gleich dem Betrag der Konzentration Cy
gewihlt. Die Konstante k. die sémtliche Riickreaktionen des Akzeptorkomplexes A zusam-
menfaBt, wurde hinsichtlich der im Folgeabschnitt vorgestellten Modellierung variiert. Sie
muBte nach den in Abs. 4.2 getroffenen Annahmen stets wesentlich kleiner als alle iibrigen
Ratenkonstanten sein, um mit Gl. (4.6) ein langsames Abklingverhalten helladaptierter Sy-
stemzustdnde bei Eintreten von j, = 0 zu gewéhrleisten.

Die Konzentrationen der Komponenten in einer PSU werden gemeinhin auf das RCII bzw.
P,s; oder Q bezogen, weshalb auch im dargelegten Modell grundsitzlich mit [Pg] = 1 gearbei-
tet wurde. NaturgemaB stellen sich Schwankungsbreiten in den Konzentrationsverhalmissen
der Komponenten untereinander durch die Existenzbedingungen ein. So ergeben auch die in
Abs 2.2.2 erwihnten kurz- bis mittelfristigen Lichtadaptionen Anderungen in diesen Konzen-
trationsverhiltnissen, wie z.B. Untersuchungen von Neale und Melis [1991] sowie Pfann-
schmidt et al. [1999] belegen. Im vorliegenden Modell wurde angelehnt an diese Literaturdaten
zunichst mit [Co] = 100 und [Ag] = 1 gerechnet, Konzentrationen, die dann spéter zur artspe-

! Eine Ratenkonstante k, wird verschiedentlich, wie von Butler [1978] eingefiihrt, fiir die Riickreaktion von Py,
zu C angegeben. Da es sich im dargelegten Modell bei der Komponente P im weitesten Sinne um RC IT handelt
und demnach neben Py, auch Pheo sowie Q, einschlieBt, kann der in der Literatur angegebene Ubergang nicht
geradewegs mit dem im Modell formulierten Ubergang verglichen werden.
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zifischen Anpassung der Modellkurven an die gemessenen Kinetiken F(t) innerhalb der typi-
schen Schwankungsbreiten variiert wurden. Eine Variationsbreite zwischen 5 und 20 geben
beispielsweise Falkowski und Raven [1997] fiir die Konzentration von PQ zu Pggg an, wobei
in den folgenden Modellrechnungen [Qo] = 18 als vergleichbare Konzentration unverinderlich
festgelegt wurde.

Im unmittelbaren Zusammenhang mit der Messung stellen sich die Rate der Lichtabsorption j,
als zentraler Eingangsparameter des Modells und die Anfangsbedingungen dar. Letztere resul-
tieren gewissermafien aus dem Modell selbst fiir die in Abs. 3.4 bzw. 4.3 eingefiihrte interme-
didre Dunkelzeit t;. Da sich die Anfangskonzentration a, zur Berechnung von a(t;) gemil Gl.
(4.7) als Gleichgewichtswert a, der vorangegangenen Belichtungsphase verstehen 148t, kann
eben mittels des Modells erst ag und damit a(t;) angegeben werden.

In der Literatur wird héufig allein die auf die Probe treffende Intensitéit beziffert, die sich je-
doch nach Gl. (2.5) wesentlich von der Rate der Lichtabsorption J, unterscheiden kann. Die
Rate j,, die im Modell die meBspezifische EingangsgriBe darstellt und in Abs. 4.1 durch die
Annahme (4a) als Rate der Lichtabsorption des PS II mit j, ~ J, vertréglich mit Gl. (2.12) for-
muliert wurde, lie8 sich nun unter Verwendung der ermittelten Chl-a-Gehalte (Abs. 3.2) und
der spektralen Befunde (Abs. 3.4 bzw. Abs. 3.5) probenspezifisch abschitzen. Dazu wurden
folgende vereinfachende Annahmen getroffen:

(1) Fiir die MefBanordnung der Fluoreszenzinduktionskinetik existiert innerhalb der MeBkiivet-
te ein Anregungszentrum identisch mit dem Beobachtungszentrum, welches durch den
Schnittpunkt der optischen Achsen des Anregungs- und Beobachtungsstrahlengangs gekenn-
zeichnet ist.

(ii) Akzessorische Pigmente werden nicht beriicksichtigt.

(1ii) Chl ¢ wird als homogen in der Probe verteilt betrachtet.

Gemessen wurde zundchst die Anregungsintensitat [o(A), welche auf die Probe aufirifft (Abb.
5.6). Die Schwichung der Intensitiit I,o(A) bis zum Anregungszentrum ergibt gemaB Gl. (3.1)
die AnregungsintensitétI,;(A) im Zentrum der jeweiligen Proben anhand der in Abb. 3.2 und
Abb. 3.11 dargestellten Attenuationskoeffizienten c(A) bei einer Schichtdicke von z= 0,005 m.
Nunmehr liegen sowohl die Absorptionskoeffizienten a(A) der Proben, angegeben in den Abb.
3.4 und Abb. 3.11, als auch die konkreten Intensitdten der Photonenbestrahlung in Form von
La1(A) vor. Daraus wurde zunéchst das Produkt a(\) I;(A) gebildet (Abb. 5.6), um dann per
Integration iiber die Wellenlinge die Rate der Lichtabsorption J, laut Gl. (2.5) zu ermitteln
(Tab. 5.2).

Probe ], inumolm?s™ ] ins?
G-5¢ 442 0,17
| G-cn 516 0,26
| B.cy 128 0,21
| Efbe 124 0,99

Tab. 5.2.Raten der Lichtabsorption J, flir verschiedene Proben hinsichtlich der in Abs. 3.4 und Abs.‘ 3.5 darge-
legten kinetischen Untersuchungen mit [, = 20 pmol m” 5. Die spezifischen Raten der Lichtabsorp-
tion J.* beziehen sich auf die molaren Konzentrationen des Chl a, angegeben in Tab. 3.1 bzw. zu
Abb. 3.11.
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Abb. 5.6. Anregungsintensitit Lao(A) mit Lo = 20 umol m* s” (linke Ordinate, gestrichelte Kurve) und Produkte
aus den jeweils probenspezifisch geschwiéichten Anregungsintensitaten L, und den zu den Proben geho-
rigen Absorptionskoeffizientena (rechte Ordinate, durchgezogene Kurven).

Der Bezug von J, der jeweiligen Proben auf die zugehdrigen molaren Chl-a-Konzentrationen
ergibt nun entsprechende molekularspezifische Raten der Lichtabsorption J,*, wie in Tab. 5.2
aufgelistet. Eingedenk der vereinfachenden Annahmen (ii und iii) 1aBt sich folgern, daB J,* >> j.
gelten mul. Einesteils ist ndmlich die tatsdchliche Menge aller an der Lichtreaktion beteiligten
Pigmente weitaus gréBer als die Menge des in Betracht gezogenen Hauptpigments Chl @ und
andernteils sind die Pigmente keineswegs gleich verteilt, sondern unterliegen aufgrundrealer
Zellstrukturen erheblichen Selbstabschattungseffekten [s. z.B. Falkowski und Kiefer, 1985].
Alles in allem wurde abgeschitzt, daB F(t) auf die Rate der Lichtabsorption j, zuriickgeht, die
um etwa drei GroBenordnungen kleiner als J.* sind. In den sich anschlieBenden Modellierungen
wurden die Verhiltnisse der probespezifischen Raten J,* untereinander als Orientierung fiir die
Festlegung der jeweiligen Raten j, benutzt.

Mittels Variation der im Modell verwendeten Ratenkonstanten und Konzentrationen tiber
einen definierten Bereich wurde versucht, die Summe der Abstandsquadrate zwischen Mef3-
kurve und errechneter Kurve hinsichtlich optimaler Modellparameter zu minimieren. Dieses
Verfahren bewihrte sich jedoch nur ungeniigend, da sich Ausldschungseffekte positiver und
negativer Flichen einstellten und sich signifikante Punkte in den Kinetiken F; und F, nur
gleichrangig zuallen iibrigen Werten beriicksichtigenliefien. Ein diesbeziiglich weiterfiihrendes
Verfahren wird in der Literatur von Baake und Schlder [1991] betreffs eines Modells mit
zeitabhingigen Koeffizienten vorgestellt. Im Fortgang der hier vorliegenden Arbeit wurden die
Parameter durch Probieren im Sinne von Rechnen, Vergleichen und Andern angepafit, ein Vor-
gehen, das sich durchaus als praktikabel erwies, wie der kommende Abschnitt zeigt.

53



5.3 Anwendung auf experimentelle Befunde

Die folgenden Darstellungen der Ergebnisse fiir die betrachteten Algengesamtheiten beruhen
auf vorangegangen postulierten oder experimentell bzw. theoretisch bestitigten Beziehungen:
E(t) ~ c(t), Fin ~ Lap: €m ~ja und j, ~ L4 sowie Js* ~ ja- Normiert wurden die zu einer Algen-
spezies gehérenden Kinetiken auf die jeweiligen stationéren Maximalwerte F,, bzw. cpy des
toxischen Falls der DCMU-Behandlung. Grundsitzlich war F(0) = ¢(0) = 0 gegeben.

Eine Reihe von Parameterwerten wurde fiir die anschlieBend dargelegten Modellrechnungen
unverdnderlich, d h. unabhéngi g von der Algenspezies wie folgt beibehalten: die Ratenkonstan-
tenk =210 s ky =5-10° s k, = 10° 51 k= 85 sk =100 5; k,=210*s" bzw. im
toxischen Fall k, = 0; die Konzentrationen [Pg] = 1 und [Q,] = 18 sowie der Faktor n = 120.
Zur Anpassung der modellierten Kinetiken an gemessene Intensitatsverliufe der Fluoreszenz
in bezug auf die Spezies wurden demnach folgende Gréfen variiert: die Rate der Lichtabsorp-
tion j,, die Ratenkonstante ky und die Konzentrationen [Cy] sowie [Aql-

Im weiteren werden sowohl gemessene als auch mit dem Modell berechnete Werte in den Ab-
bildungen mit F(t) bezeichnet. wobei die Kennzeichnung verschiedener Vorbehandlungen ge-
méil Abs. 3.4 fortgesetzt wird.

5.3.1 Berechnungen von Kinetiken

Den folgenden Abbildungen liegen die in Abs. 3 vorgestellten Messungen zugrunde. Die Mo-
dellkurven wurden jeweils nur an die Kinetik der dunkeladaptierten Spezies gefittet. Anhand
des Fits und der definierten Vorbehandlungen lieen sich alle tibrigen Kurven berechnen.
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Abb. 5.7. Berechnete und gemessene Kinetiken der Spezies Scenedesmus acuminarus des griinen Zweigs fiir die
Fille der toxischen Vorbehandlung, der Dunkeladaption und vier verschiedener Helladaptionen Die
Heiladapnonen beziehen sich auf: hell_nl mit Ivo = Lao/ 4, hell_n2 mit Ive = a0 / 2 sowie hell hl mit
Ive=3 ha/ 2 und hell_h2 mit Iys = 2 1. Die spezifischen Modellparameter betrugen j.=2.10" s
ks=0,08 5" und [C¢] = 160 sowie [Ag] =1.7.
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Abb. 5.8. Berechnete und gemessene Kinetiken der Spezies Chlorella vulgaris des griinen Zweigs fiir die Fille
der toxischen Vorbehandlung, der Dunkeladaption und drei verschiedener Helladaptionen. Die
Helladaptionen beziehen sich auf: hell_n mit Tvo = s/ 2. hell_g mit Ivo = Lao sowie hell_h mit
Ivo = 2 Ino. Die spezifischen Modellparameter betrugen j, =210~ s”; ke =0.06 5™ und
[Col = 175 sowie [Ag] = 1,1.
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Abb. 5.9, Berechnete und gemessene Kinetiken der Spezies Cyclotella meneghiniana des braunen Zweigs fiir die
Fille der toxischen Vorbehandlung, der Dunkeladaption und zwei verschiedener Helladaptionen. Die
Helladaptionen beziehen sich auf: hell_n mit Ivo =Iso / 2 sowie hell_h mit Ivo =2 Lao. Die spezifischen
Modellparameter betrugen j, = 2-107 s ke=10,04 5" und [Co] = 75 sowie [Ac] = 0.,9.

Wie in den Abbildungen 5.7 bis 5.9 deutlich wird, lag die Ausrichtung der Kurvenanpassung
fiir den dunkeladaptierten Fall vor allem darin, den Peak der Fluoreszenzintensitit F, sowie
den Gleichgewichtswert F; und somit den Wert des Rfd gemaB Gl. (2.10) moglichst genau wie-
derzugeben. Ferner konnte auch der zu F, gehorende Zeitpunkt t, eindeutig abgebildet werden.
Die Abweichungen der mit dem Modell ermittelten Werte von denin Tab. 3.2 angegebenen
Werten aus den Messungen sind allesamt geringer als 3%. Entsprechend der Gln. (4.8a und b),
d.h. mitk, = 0, ergaben sich mit dem Modell die Werte fiir den Fall der toxischen DCMU-
Behandlung iibereinstimmend mit den Exrgebnissen F, aus den Messungen. Fiir die Berechnung
der Kinetiken helladaptierter Proben wurden die Verhéltnisse Lvo / 150 benutzt. GemaDh
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Abs. 5.2 gilt fiir Betrachtungen einer konkreten Gesamtheit jeweilig Ing ~ j,, da von konstanten
optischen Koeffizienten und einem stabilen Chl-a-Gehalt der Gesamtheit im Verlauf der Mef3-
serien ausgegangen wurde. So liefen sich dann Rechnungen mit Raten j, ausfithren, die den
Vorbelichtungen entsprachen. Daraus resultierten die Gleichgewichtswerte a,, die als a, in die
Anfangsbedingungen (4.7) eingingen und in Verbindung mit k, und t; die entsprechenden An-
fangswerte a(t;) der Helladaption lieferten. Die auf diesem Weg ermittelten Kurven geben so-
wohl qualitativ als auch quantitativ den wesentlichen EinfluB der Lichtadaption auf Kinetiken
der Fluoreszenzintensitét innerhalb des vorab definierten Zeitintervalls wieder.
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Abb. 5.10. Berechnete und gemessene Kinetiken der Spezies Chlorella vulgaris des griinen Zweigs fiir die Falle
der toxischen Vorbehandlung und der Dunkeladaption bei verschiedenen Intensititen 1,4, bzw Raten
Ja- Den Kurven entsprechen Untersuchungen bei Anregungsintensititen, markiert durch (h): 200%,
(0): 100% und(n): 50%, wobei der Rate j,=2-107 s bzw. der Intensitit [, = 20 pmol m™ 5!
100% entsprechen. (Spezifische Modellparameter sonst wie zu Abb. 5.8 angegeben. )
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Abb. 5.11. Berechnete und gemessene Kinetiken der Spezies Cyclorella meneghiniana des braunen Zweigs fiir
die Falle der toxischen Vorbehandlung und verschiedener Helladaptionen hell_g mit Ivo = I, die
sich auf variierte Zeiten t; der intermediéren Dunkeladaption beziehen. Dabei stehen g1 fir )
t=1200s, g2 fir ;=350s, g3 fiir t =5s und g4 fiir t, = | s. (Spezifische Modellparameter wie zu
Abb. 5.9 angegeben.)
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Auch die erweiterten kinetischen Untersuchungen aus Abs. 3.4 liefien eine fortgesetzte Be-
rechnung mit Hilfe des Modells prinzipiell problemlos zu, wie in Abb. 5.10 und Abb. 5.11
dargestellt. Allerdings werden hier auch Ungenauigkeiten deutlich, die auf Grenzen des Mo-
dells hinweisen. Da von einem stark vereinfachten Reaktionssystem zur Charakterisierung der
lichtinduzierten Vorgénge in der PSU ausgegangen wurde, mufite zwangsldufig aufgrund der
Vernachléssigung zahlreicher Reaktionsschritte und -moglichkeiten mit einer eingeschrinkten
Abbildung der Fluoreszenzinduktionskinetiken gerechnet werden (s. Abs. 4.1). Unter dem
Aspekt dieser Voraussetzungen wurden die Abweichungen zwischen gemessenen und berech-
neten Kurven hingenommen, so, wie letztlich auch von vornherein ein Zeitintervall der Model-
lierung festgelegt und die Anpassung der Modellkurven auf die Rfd-Werte ausgerichtet wurde.

AbschlieBend zeigt Abb. 5.12 die Kurvenanpassung an die Kinetiken einer natiirlichen Popula-
tion, in der Algen des griinen und braunen Zweigs vorkamen. Diese Anpassung liefert im Fol-
geabschnitt den Ausgangspunkt, aus In-vivo-Fluoreszenzdaten mit Hilfe des Modells auf Be-
lichtungen der untersuchten Population im Gewasser zu schliefien.
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Abb. 5.12. Berechnete und gemessene Kinetiken der Algenpopulation des Elbewassers am 14.08.1996 fiir die
Fille der toxischen Vorbehandlung, der Dunkeladaption und einer Helladaptionen. Die Helladaption
hell_h bezieht sich auf Ivo = 2 Iso. Die spezifischen Modellparameter betrugen jo = 1,5-107 &%
ke= 0,08 5’1 und [Co] = 75 sowie [Aq] = 0,05,

5.3.2 Folgerung am Beispiel

Wie eingangs der Arbeit angefiihrt, wurde ein Modell gesucht, welches den Zusammenhang
zwischen den Intensitéten der Fluoreszenz F(t) und der Vorbelichtung eukaryotischer Algen
wiedergibt. Die in den Abbildungen 5.7 bis 5.12 dargestellten Losungen des Differentialglei-
chungssytems gemal der Gln. (4.3a-d) dokumentieren bereits, daB ein derartiges Modell
zweckmaRig formuliert werden konnte. Allerdings waren dabei die Intensititen der Vorbelich-
tungen jeweils ausgewiesen. Im folgenden Beispiel hingegen steht nun eine Algenpopulation im
Mittelpunkt der Betrachtung, deren unmittelbare Vorbelichtungsintensitét quantitativ nicht
bekannt war.
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Fiir die Algenpopulation der Elbe am 14.08.1996, Stromkilometer 318 liegen Befunde zur Chl-
a-Konzentration, zu den Koeffizienten der Attenuation und der Absorption sowie eine Ana-
lyse der Fluoreszenzinduktionskinetik vor, wie in Abs. 3.5 dargelegt. Wie ebenda beschrieben,
wurde ferner die in Abhéngigkeit von der Tageszeit gemessene In-vivo-Fluoreszenzemission
auf die relativen Intensitdten der Fluoreszenzinduktionskinetiken bezogen. Auf die Intensitit
der Vorbelichtung Iy, der die Algenpopulation vor der Untersuchung der In-vivo-Fluoreszenz
im Gewi#sser ausgesetzt war, lieB sich nun mit Hilfe des Modells invers schlieRen.

Zun&chst wurde unter Verwendung des Parametersatzes, der sich aus der Kurvenanpassung
der Algenpopulation entsprechend Abb. 5.12 ergab, eine Kurvenschar von Kinetiken fiir ver-
schiedene Raten der Lichtabsorption j, berechnet. Daraus resultierten Gleichgewichtswerte a,.

Entsprechend GL. (4.7) lieferten diese Werte a, die Anfangswerte a(t;) hinsichtlich einer Folge-
betrachtung'. Die verwendeten Raten der Lichtabsorption j,. die diesen Anfangswerten a(t;)
zugrunde lagen, lieBen sich demgeméf fortan als Absorptionsraten der Vorbelichtung j, verste-
hen. Somit existierte eine eindeutige Zuordnung zwischen den Anfangswerten a(t;) und den
quasi willkiirlich gewéhlten Absorptionsraten der Vorbelichtung j, in Form von Wertepaaren
{a(t;); jy} fiir den vorliegenden Fall.

Fiir die Rate der Lichtabsorption® der In-vivo-Fluoreszenzmessung j, = 3-10 s wurden die
Gln. (4.3a-d) unter Berticksichtigung der bekannten Wertepaare {a(t,); jv} erneut geldst, wie
anhand ausgewahlter Beispiele in Abb. 5.13 dargestellt.
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Abb. 5.13. Berechnete Kinetiken der Algenpopulation des Elbewassers am 14.08.1996 fiir die Fille der
toxischen Vorbehandlung, der Dunkeladapt:on und verschiedener Helladafnonen Die Hel}adapno-
nen bemehen sich auf hell_n1 mit j. = 1 5107 s; hell n2 mit j, = I ,5-107 s7; hell_g mit
jv=310"s"; hell_hl mltj‘ = l 5107 s helI h2 mit j, = 1,5-107 5", Die speztﬁschen Modellpa-
rameter betruaen Jo=310" 5" ky =0, 08 s und [Co] = 75 sowie [Ao] 0,65.

! Da sich diese Folgebetrachtung auf die In-vivo-Fluoreszenzmessung bezieht, wurde mit einer nach Abs. 3.5 aus
der speziellen Anordnung resultierenden Zeit t; = 2,5 s gerechnet.

* Im konkreten Fall wurde wiederum von I, ~ J, anhand der Tagesmittelwerte des Attenuations- sowie Absorpti-
onskoeffizienten und des Chl-a-Gehalts ausgegangen (s. Abs. 5.2). Die Anregungsintensitit der In-vivo-Fluores-
zenzmessung I, belief sich auf 1/5 I, der kinetischen Messung (s. Abs. 3.5). Aus dem adidquaten Verhiltnis der
absorbierten Anregungsintensititen ergibt sich mit j, = 1,5-107% s der kinetischen Messung (s. Abb. 5.12) ein
j.=3-10" 5" der In-vivo-Fluoreszenzmessung.
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Fiir die Kinetik des helladaptierten Falls hell_g mit j, =j, in Abb. 5.13, bei der noch ein schwa-
cher Maximalwert oberhalb des Gleichgewichtswertes zu erkennen ist, sei vermerkt. daf der
zugehdrige Wert a(t;) fiir die intermedi4re Dunkeladaptionszeitt; = 2,5 s der Gl. (4.7) zufolge
ein einsetzendes Abklingen der Helladaption reflektiert.

Aus den berechneten Kinetiken der Helladaption, wie in Abb. 5.13 fiir einige Beispiele gezeigt,
wurden jetzt gemif Gl. (3.3) iiber die der In-vivo-Fluoreszenzmessung zugrunde liegende Be-
obachtungszeit 0 €t < 0,5 s entsprechende Werte Fr integrativ ermittelt'. Jedem Wert Fr ent-
spricht nun genau ein Wertepaar {a(t;): j,} und umgekehrt. Dieser Umkehr nach wurden in
Abb. 5.14 die Raten der Vorbelichtung j, in bezug auf die berechneten Werte der Fluoreszen-
zemission Fraufgetragen.
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Abb. 5.14. Zusammenhang zwischen berechneten Werten der Fluoreszenzemission Fr und gewihlten Raten der
Vorbelichtung j. hinsichtlich der untersuchten Algenpopulation des Elbewassers am 14.08.1996.

Ausgehend vom Wertebereich der In-vivo-Fluoreszenzmessung 0,08 <Fr <0,11 inrelativen
Einheiten (s. Abb. 3.13) lieB sich schlieflich mit Fr als Argument gemil Abb. 5.14 eine Expo-
nentialfunktion zur stetigen Darstellung der Wertepaare j,(Fr) verwenden. Die dementspre-
chende Gleichung:

jy=pe THr (5.3)

ergab anhand der Koeffizienten B = 0,088 und y= 65 betreffs der zehn gegebenen Wertepaare
eine Korrelation mit R > 0,99.

Die Gl. (5.3) wurde zu guter Letzt auf die normierten Mefwerte der In-vivo-Fluoreszenz-
emission Fr angewendet. Da die Anregungsintensitét der In-vivo-Fluoreszenzmessung

I,r=4 umol m? s bzw. die entsprechende Rate j, = 3-10™ s betrug, ergab sich mit der spe-
zifischen Voraussetzung 147 ~ j, der Proportionalitétsfaktor € = 13333 pmol m™. Dem folgend,
lieB sich in Abb. 5.15 die Vorbelichtung, ermittelt aus den Werten Fr, gemil der Produkte - j
als Intensitit Iy der PAR darstellen.

| Die berechnete Fluoreszenzkinetik der toxischen Behandlung ergibt fiir die dazugehtrige Integrationszeit sofort
einen relativen Wert Frp = 0,2 in Ubereinstimmung mit dem MeBergebnis (Abb. 3.13).
T = =
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Abb. 5.15. Aus In-vivo-Messungen ermittelte Werte der Fluoreszenzemission Fr und dazugehérig berechnete
Vorbelichtungsintensitéiten Iy, der PAR fliir die untersuchte Algenpopulation des Elbewassers am
14.08.1996.
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Abb. 5.16. Intensitéten 1y, der PAR, einerseits im Tagesverlauf in einer Wassertiefe von 0,2 m per Messung
ermittelt, andererseits unter Verwendung des Modells aus Fr beziiglich der untersuchten Algenpopu-
lation der Elbe am 14.08.1996 berechnet (Vgl. Abb. 5.13).

Die Ergebnisse in den Abbildungen 5.15 und 53.16 zeigen, dafl aus Werten der Fluoreszenze-
mission tatséchlich auf Daten der unmittelbaren Vorbelichtung einer untersuchten Algenpopu-
lation mittels des aufgesteliten Modells zuriickgeschlossen werden kann. Im Vergleich dieser
modellierten Vorbelichtungsdaten mit Strahlungswerten, die in einer Wassertiefe von 0,2 m
entsprechend der Probenahmetiefe der Fluoreszenzuntersuchungen gemessen wurden, wird
deutlich, daB sich die Tagesschwankungen der einfallenden Strahlungsintensitit gleichartig fiir
die Vorbelichtung der Algen darstellen. Der mittlere quantitative Unterschied zwischen den
beiden Intensititen verdeutlicht jedoch auch, daf sich die untersuchten Algen vorhergehend
keinesfalls standig in der Probenahmetiefe, sondern eher in einer merklich darunter liegenden,
schwicher belichteten Zone aufhielten.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Modell aufgestellt, welches erlaubt, den Zusammenhang
zwischen der Fluoreszenzintensitit F(t) und vorhergehender Belichtung eukaryotischer Zellen
quantitativ zu beschreiben. F(t) geht dabei selbst auf eine konstante Anregungsintensitét zu-
riick. Die dem Modell prinzipiell zugrunde liegende photosynthetische Lichtreaktion wurde
nach theoretischen Betrachtungen stark vereinfacht angenommen, ohne jedoch das Grundkon-
zept der photosynthetischen Einheit zu verletzen.

Experimentell wurden an verschiedenen Algenspezies neben den eigentlichen Kinetiken der
Fluoreszenzintensitit auch zugehorige optische Parameter, wie die Koeffizienten der Absorp-
tion und Attenuation, ermittelt. Diese Koeffizienten fanden einschlieBlich der quantifizierten
Chl-a-Konzentrationen Verwendung bei der Abschitzung der Raten der Lichtabsorption durch
die Photosysteme. Diese Rate spielt als zellspezifische Eingangsgrofie im Modell eine zentrale
Rolle.

Verschiedene Vorbehandlungen untersuchter Algenproben einer Spezies fithrten jeweils zu
entsprechenden Adaptionszustanden des Zellmaterials. Jeder Adaptionszustand, genutzt als
Ausgangssituation fiir die Messung von F(t), entspricht gleichzeitig einem gewissen Reakti-
onsvermogen bzw. einem Besetzungsgrad der photosynthetischen Komponenten. Konkret
wurde jede Spezies fiir die Fille der Dunkel- und Helladaption sowie der toxischen DCMU-
Behandlung untersucht und jeweils eine probenspezifische Kurvenschar von Fluoreszenzin-
duktionskinetiken aufgenommen.

Diese Fluoreszenzinduktionskinetiken, die sich als eine Art spezielle physiologische Antwort
eukaryotischer Zellen auf eine Anregungsintensitit verstehen lassen, wurden mit Hilfe eines
gekoppelten Differentialgleichungssystems erster Ordnung modelliert. Die Koeffizienten in
Form von Ratenkonstanten sowie die Konzentrationen der betrachteten photosynthetischen
Komponenten, deren Werte per Grofenordnung weitestgehend der Literatur zur Photosynthe-
se entnommen wurden, konnten fiir die konkreten Betrachtungen soweit angepalit werden, daf3
die Mehrzahl der Parameter fiir sémtliche Spezies Giiltigkeit hatten. Allein vier Parameter
wurden probenspezifisch variiert, um die Kurvenanpassung an die Kinetik einer jeweilig dun-
keladaptierten Probe vorzunehmen.

Im Ergebnis dessen konnten die Modellkurven im qualitativen Verlauf an markante Punkte der
gemessenen Fluoreszenzinduktionskinetiken angepalit werden. Exakt mit jeweils dem gleichen
probenspezifischen Parametersatz liefen sich die dazugehrigen Kurven der gemessenen Kine-
tiken helladaptierter Proben anhand entsprechender Anfangsbedingungen berechnen. Der
toxische Fall war mit einer stationéren Maximalfluoreszenzintensitét durch einen blockierten
Ubergang zwischen zwei photosynthetischen Komponenten problemlos durch eine Verminde-
rung der angezeigten Ratenkonstante auf den Wert null nachzuvollziehen. Aus den Kurvenan-
passungen 148t sich fiir das gewahlte Zeitintervall 102 s <t < 10? s eine hinreichende Giiltig-
keit des Modells hinsichtlich des gesuchten Zusammenhangs zwischen Intensitéten der Fluo-
reszenz und der Vorbelichtung feststellen.

Aus den wihrend einer Felduntersuchung ermittelten In-vivo-Fluoreszenzdaten sowie den
optischen Koeffizienten und einer Analyse der Fluoreszenzinduktionskinetik wurde mit Hilfe
des formulierten Modells auf die Rate der Lichtabsorption und damit auf Vorbelichtungswerte
einer Algenpopulation im Gewésser invers geschlossen. Hierdurch konnte abschliefend auch
die ZweckmiBigkeit des Modells im Feld unterstrichen werden.
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8. Anhang

Im Anschluf sind einige Untersuchungsergebnisse nachgeordnet dargestellt, die sich nicht di-
rektindie vorangegangene Abhandlung eingliedern, auf die jedoch betreffs der experimentellen
Bedingungen und Befunde ergéinzend im Text hingewiesen wurde.
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Abb. 8.1. Spektrale Bestrahlungsintensitit, unter der die Aloenku]mren im Labor aufgezogen wurden
(gestrichelte Linie; Intensitit der PAR von 10 pmol m™ 5™ J sowie eine spektrale Bestrahlungsintensi-
tat im Feld bei bewglktem Himmel am 14.08. 1996 um 17:00 Uhr in Hoéhe des Elbe-Kilometers 318
mit einer Intensitdt der PAR von 194 tmol m™ s™ (durchgezogene Linie). Diese Messungen der ab-
wiartsgerichteten Strahlung (PAR downwelling) erfolgten atmosphirisch mittels eines LI- COR—
Spektroradiometers'.
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Abb. 8.2. Intensitédt der PAR, unter der die Aloenkulturen im Labor aufgezogen wurden (gestrichelte Linie;
Intensitét pro Tag von 0,864 mol m™) sowie die Intensitit der PAR i im Feld am 14.08.1996 in Hohe
des Elbe—leameters 318 mit einer Intensitdt pro Tag von 17,1 mol m™ (durchgezogene Linie). Diese
Messungen der abwirtsgerichteten Strahlung (PAR downwelling) erfolgten atmosphérisch mittels ei-

nes LI-COR-Quantumsensors®.

LI 1800; Waltz-GmbH, Effeltrich.
2 L1 190; Waltz-GmbH, Effeltrich.
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Abb. 8.3. SpektraleigenschaftendesTurnerfluorometers' bestiickt mit Interferenzfiltern (Anregung: [F435, Mes-
sung: IF680) zur extraktiven Bestimmung des Chl-a-Gehalts (durchgezogene Linien) und konventio-
nell bestiickt mit Farbfiltern (Anregung: FF5-60, Messung: RG665) fur In-vivo-Untersuchungen der
Chl-a-Fluoreszenzintensitit (gestrichelte Linien).
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Abb. 8.4. Spektraleigenschaften des MeBaufbaus zur Erfassung der F luoreszenzinduktionskinetik bestehend aus
einerXenonleuchte® und einer Photomultiplieranordnung’ unter Verwendung von Farb- bzw. Kanten-
filtern FF3-60 und KF505 fiir die Anregung sowie RG665 fur die Messung.

! Turnerfluorometer vom Typ 10-AU-005; GAT GmbH. Bremerhaven. Bestiickt war das Gerit mit einer Leucht-
stoffréhre FATSD und einem Photomultiplier R446.

2 Xenon-Leuchte vom Typ CLX 111; Carl Zeiss Jena GmbH, Jena.

3 Photomultiplier vom Typ 77341; L.O.T.-Oriel GmbH, Darmstadt.
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Abb. 8.5. Kalibrierung des Tumnerflucrometers. Die Konzentrationswerte des in Ethanol geldsten Chl-a-
Standards und die dazugehdrigen Fluoreszenzintensititen korrelieren mit R = 0,998 fur N = 11.
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Abb. 8.6. Chl-a-Gehalte von 51 Proben aus der Elbe (0) und 31 Proben der Algenkulturen (+), korrelierend mit
R =0,996; N = 82, parallel bestimmt mittels Turnerfluorometer (TF) und der Hochleistungsfliissig-
keits-Chromatographie (HPLC: High Performance Liquid Chromatography). Die HPLC-Analysen, bei
der Polaritétsunterschiede der Pigmente zur Trennung selbiger genutzt werden, wurden dankenswerter
Weise von Frau Dr. G. Kopf aus der Abteilung Gewisserchemie im UFZ durchgefiihrt.
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Abb. 8.7.Bestimmung des Chl-a-Gehalts von 15 Proben aus einer Gesamtheit mit einem Mittelwert Mw von
145 mg m™ und einer Standardabweichung 6 von 4 mg m™. Die Gesamtheit wurde aus der Elbe mit-
tels einer Tauchpumpe entnommen und iiber ein verzweigtes Leitungssystem gleichzeitig in 15 Pro-
ben geteilt.
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Abb. 8.8. Attenuationskoeffizient ¢ der Nahrlsungen fiir die Algenkulturen des griinen (N1-G) bzw. braunen
Zweigs (NL-B).
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Abb. 8.9. Spezifischer Absorptionskoeffizient a* der verschiedenen Algenkulturen (s. Abb. 3.4) bzw. der organi-
schen partikuléren Stoffe der Elbe (s. Abb. 3.11). Zugrunde liegen die Chl-a-Gehalte, die in Tab. 3.1

bzw. zu Abb. 3.11 angegebenen sind.
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Kurven einer Spektralkinetik der Fluoreszenzintensitit fiir die dunkeladaptierte Algenkultur Chlorel-
la vulgaris im Aufwuchsstadium (normiert auf Maximalwert), Zu den angegebenen Zeiten t sind
Messungen ausgewihlt dargestellt. Durchgefiihrt wurden diese Messungen im Sekundentakt mittels
des Simultan-Spektrometers nach Einsetzen der Belichtung mit I = 100 pmol m™® s” gemsl der
spektralen Charakteristik der Anregung in Abb. 8.4.
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Zeitliche Verldufe der Fluoreszenzintensitéten F, firr A = 686 nm und F, integriert iiber den Wellen-
langenbereich 650 nm < A < 750 nm aus Kurven der entsprechenden Spektralkinetik in Abb. 8.10.
Die Werte F und F;, die jeweils auf thren Maximalwert normiert wurden, korrelieren mit R = 0,997
firN=31.
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Abb. 8.12. Fluoreszenzintensitit F gemessen an einem Chl-g-Standard unter Verwendung der MeBanordnung
zur Erfassung der Fluoreszenzinduktionskinetik mit einer zeitlichen Auflésung von 0,001 s bei einer
Integrationszeit des MeBverstérkers von 150 ps (Mittelung aus drei Messungen). Ein Riickfedern des
Verschlusses an der Xenonleuchte verursacht eine Verzogerung im Abschluf des Einschaltvorgangs
der Anregungsintensitit, so daB dieser Vorgang erst nach einer Zeit von 0,03 s beendet ist.
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Abb. 8.13. Fluoreszenzintensitit F gemessen an einem Chl-a-Standard unter Verwendung der MeBanordnung
zur Erfassung der Fluoreszenzinduktionskinetik mit einer zeitlichen Auflosung von 0,025 s bei einer
Integrationszeit des Mefverstarkers von 0,013 s. Fiir 0,05 s <t<0,5 s ergaben die Werte F(t) eine
Standardabweichung G von 0,2% bezogen auf den Mittelwert.
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Abb. 8.14. Gehalt des geldsten Sauerstoffs in der Elbe am 14.08.1996 in Hohe des Stromkilometers 318
lu-nkssezuzy Die Zunahme des gelgsten Sauerstoffs AQ, betrug zwischen 8 und 17 Uhr annéhernd

2,7mgl".

Der Sauerstoffgehalt stieg linear um 0,3 mg I h™ mit R = 0,992 fir N = 55 an. Die
Messung erfolgte in situ mit Hilfe eines konventionellen Saverstoffsensors’.
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Abb. 8.15. Chl-a-Gehalt und In-vivo-Fluoreszenzemission Fy sowie maximale Fluoreszenzemission Fp der
Algenpopulation in der Elbe am 14.08.1996 in Héhe des Stromkilometers 318 linksseitig. Die 11
analysierten Werte des Chl-a-Gehalts wurden durch interpolierte Werte erginzt, so daB sie sich als
Bezugswerte fiir die Rohdaten der In-vivo-Fluoreszenzmessung benutzen lieBen. Die Daten der Fluo-
reszenzmessung lagen gespeichert im Zeitraster von 10 min vor und wurden auf den maximalen
Fluoreszenzwert einer mit DCMU toxisch behandelten Tagesmischprobe normiert, der seinerseits

vorab auf den Chl-a-Tagesmittelwert bezogen wurde.

' Oxi 196; WTW-GmbH, Weilheim.
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