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| Einleitung

Was die Hoheren Pflanzen auf dem Land bei der photosynthetischen CO,-Fixierung leisten, tun ihnen
die Algen in den Weltmeeren gleich. So zeichnet sich in aktuellen Modellrechnungen ab, dal3 das
ozeanische Phytoplankton fir etwa 45% der jahrlichen globalen Netto-Priméarproduktion verantwort-
lich ist (Falkowski 1994, Falkowski und Behrenfeld 1997, Field et al. 1998). Wahrend an Land die
Chlorophyll (Chl) a/b-haltigen Gefapflanzen den gréften Anteil der pflanzlichen Biomasse stellen,
dominiert in den Ozeanen die Gruppe der Chl alc-haltigen Algen (Parsons et al. 1984). Schatzungen
gehen davon aus, dal3 aleine die Diatomeen (syn. Kieselalgen; Bacillariophyceae) fir etwa die Halfte
der marinen Primérproduktion verantwortlich sind (Werner 1977), aber auch Dinoflagellaten
(Dinophyta) sowie Haptophyta (syn. Prymnesiophyta) liefern regional und saisona bedeutende
Beitrage (Taylor und Pollingher 1987, Taylor 1990, Green et a. 1990). Zudem stellen die Kieselalgen
mit bisher mindestens 10.000 beschriebenen Spezies neben den zu den Chlorophyta zéhlenden
Jochalgen die grofte Algengruppe dar (Norton et al. 1996). Round und Crawford (1990) sprechen
sogar von mehr als 100.000 schon beschriebenen Diatomeenarten. Trotz ihrer Bedeutung fur den
globalen Okohaushalt fuhren die Chl alc-haltigen Algen in der pflanzenphysiologischen Forschung
nur ein Nischendasein; der grofdte Teil der Pflanzenforschung konzentriert sich nach wie vor auf die

Biologie der Hoheren Pflanzen.

1. Stellung der Chl a/c-haltigen Algen im Pflanzenreich

Obwohl die meisten Algen mikroskopisch klein sind und damit den Anschein von ,einfachen”
Organismen erwecken, findet sich dennoch auf ultrastruktureller Ebene eine grofRe Heterogenitét
zwischen den einzelnen Algengruppen. Wie noch genauer ausgefuhrt wird, ist diese Heterogenitét
unter anderem darin begriindet, dal? die verschiedenen Algentaxa stammesgeschichtlich teils sehr weit
voneinander entfernt stehen (Hoek et al. 1995). Bei der Klassifizierung der Algengruppen spielte
zunéchst neben lichtmikroskopisch erkennbaren morphologischen Kriterien insbesondere ihre Farbe
bzw. das der Farbung zugrunde liegende Muster der akzessorischen Photosynthesepigmente eine
wichtige Rolle. Alle Algen besitzen Chl a und b-Carotin (Anderson und Barrett 1986). Nachdem die
phycobilinhaltigen Rotalgen schon sehr frih als eigene Gruppe erkannt worden waren (Lamouroux
1813, zitiert aus Christensen 1989; Kylin 1910 und darin zitierte Arbeiten), ergab sich unter den
Ubrigen Algengruppen eine weitere Trennungslinie durch das Vorhandensein bzw. Fehlen von Chl b.
In die Gruppe der Chl a/b-haltigen Organismen, die in der Regel grin gefarbt sind, wurden die
Chlorophyta und Euglenophyta sowie spéter auch die Chlorarachniophyta (Hibberd und Norris 1984)
eingeordnet. Die Ubrigen Algengruppen, deren meiste Vertreter eine gelbliche oder brdunliche
Farbung aufweisen, wurden als Chromophyta zusammengefaldt (Christensen 1962, zitiert aus
Christensen 1989). Mit Ausnahme der Eustigmatophyceae besitzen alle zu den Chromophyta gerech-
neten Algengruppen eine oder mehrere Chl c-Spezies a's akzessorische Chlorophylle (Jeffrey 1989,



EINLEITUNG 2

Jeffrey und Vesk 1997), deshalb werden sie in der Literatur auch oft als Chl a/c-haltige Algen
bezeichnet.

Bei der systematischen Einordnung kommt inzwischen molekularen Markern wie den im gesamten
Organismenreich verbreiteten rRNA-Sequenzen eine immer wichtigere Rolle zu (Woese 1987,
Bhattacharya et al. 1992). Mit Hilfe dieser Marker sowie komplexer morphologischer Kriterien ist die
Rekonstruktion der Verwandtschaftsverhdltnisse, also der Phylogenie der Algen, in den letzten Jahren
erheblich verbessert worden. Hierbei zeigte sich, dal3 die urspriinglich unter dem Begriff Chromophyta
zusammengefal3ten Algengruppen hdchst wahrscheinlich a's polyphyletisch angesehen werden miissen
(Bhattacharya et al. 1992, Bhattacharya und Medlin 1995, 1998, Melkonian 1996a).

Die Vorgange der Photosynthese und damit auch die daran beteiligten Pigmente sind in alen
eukaryotischen Algen in speziellen Organellen lokaisiert, den sog. Plastiden. Entwicklungs-
geschichtlich stammen die Plastiden von einst freilebenden, photosynthetisch aktiven Bakterien ab,
den Vorlaufern der heutigen Cyanobakterien. Nach der inzwischen als gesichert anzusehenden Endo-
symbiontentheorie (Mereschkowsky 1905, Margulis 1981) wurden diese Bakterien von einer
eukaryotischen Wirtszelle phagozytiert und anschlie3end ,, domestiziert*, anstatt verdaut zu werden
(Ubersicht in McFadden und Gilson 1997, Bhattacharya und Medlin 1998). Nach aktuellem Erkennt-
nisstand scheint es wahrscheinlich, dal3 diese priméare Endosymbiose zwischen einem Eukaryoten und
einem Prokaryoten im Verlauf der Evolution nur einmal stattgefunden hat, die Plastiden hétten
demnach einen monophyletischen Ursprung (Reith 1996, Delwiche und Palmer 1997, Kowallik 1997,
Leitsch et al. 1999, Moreira et al. 2000; siehe aber auch alternative Hypothesen z.B. in Vaentin 1997,
Stiller und Hall 1997).

In der weiteren Entwicklung der Algen mufd demnach aber schon friih eine Aufspaltung in drei
Linien stattgefunden haben, aus denen die rezenten Algengruppen der Griinagen (Chlorophyta),
Rotalgen (Rhodophyta) und der Glaucocystophyta hervorgingen (Melkonian 1996a). Alle weiteren
Algengruppen sind wahrscheinlich durch sekundare Endosymbiosen entstanden, bei denen eine Griin-
oder Rotalge durch eine weitere eukaryotische Zelle phagozytiert wurde. Soweit bisher untersucht,
haben die Chromophyten ihre Plastiden durch sekunddre Endosymbiose mit Vorldufern der heutigen
Rotalgen erworben. Dabei kam es vermutlich zu mehreren unabhéngigen Endosymbioseereignissen,
bei denen heterotrophe Wirtszellen verschiedener Verwandtschaftskreise jeweils eine Rotalge
aufnahmen (Bhattacharya und Medlin 1998). Uber die tatsichliche Anzahl der sekundéren
Endosymbioseereignisse, aus denen die rezenten Gruppen der Chromophyta hervorgegangen sind,
besteht noch Uneinigkeit. So gehen eine Reihe von Autoren (Melkonian 1996b, Delwiche und Palmer
1997, Bhattacharya und Medlin 1998, Oliveira und Bhattacharya 2000) davon aus, dal3 den drei Linien
der Heterokontophyta, Cryptophyta und Haptophyta getrennte Endosymbioseereignisse zugrunde
liegen (innerhalb der Gruppe der Dinophyta zeichnet sich sogar das Vorkommen mehrfacher
Endosymbiosen ab), wahrend z.B. Cavalier-Smith (1999, 2000) eine einzige sekundéare Symbiose als
Ausgangspunkt aller Chromophyta diskutiert. Entsprechend ist auch die Systematik der Chl alc-
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haltigen Algen noch im FluR. Die in Tab. 1.1 wiedergegebene Systematik folgt Hoek et al. (1995),
aternative Klassifikationen finden sich z.B. in Margulis et a. (1990) und in Cavalier-Smith und Chao
(1996).

Tab.1.1  Systematik der wichtigsten zu den Chromophyta gezahlten Algengruppen (nach Hoek

et al. 1995).
Abteilung Klasse Abteilung Klasse
|. Heterokontophyta 1. Chrysophyceae 1. Haptophyta Haptophyceae
2. Raphidophyceae I11. Dinophyta Dinophyceae
3. Phaeophyceae IV. Cryptophyta Cryptophyceae

4. Bacillariophyceae
5. Xanthophyceae

6. Eustigmatophyceae

2. Photosynthesepigmente der Chl a/c-haltigen Algen

Obwohl die Plastiden unterschiedlicher Algengruppen ultrastrukturell z.T. erheblich voneinander
abweichen (Ubersicht in Wilhelm et a. 1987, weitere Details z.B. in Larkum und Barrett 1983,
Staehelin 1986, Hoek et al. 1995), zeigt ihr Photosyntheseapparat, soweit untersucht, einen sehr
einheitlichen Aufbau. So sind die meisten Komponenten der Elektronentransportkette in alen
Plastidentypen konserviert worden (Reith 1996), ebenso wie die Ribul osebisphosphat-Carboxylase als
priméres Enzym der CO,-Fixierung (Raven et al. 1989, Raven 1997). Deutlich grofier ist die Diversitéat
alerdings hinsichtlich der akzessorischen Photosynthesepigmente. Wahrend die photosynthetisch
aktiven Organe der Hoheren Pflanzen ein sehr einheitliches Muster an Pigmenten aufweisen, sind bei
den Uberwiegend im waéssrigen Milieu beheimateten Algen vielfédtige Varianten zu finden. Diese
Vidfat betrifft in erster Linie die in den Algen anzutreffenden Carotinoide, genauer die Gruppe der
Xanthophylle, also der sauerstoffhaltigen Carotinoide (fir eine Einflhrung in die Struktur und
Nomenklatur der Carotinoide siehe Britton 1993). Die beiden wichtigsten Funktionen dieser Pigmente
im Rahmen der Photosynthese sind die Lichtsammlung sowie der Schutz des Photosyntheseapparates
vor potentieller Schadigung infolge der Lichtanregung (Larkum und Barrett 1983, Siefermann-Harms
1987, Demmig-Adams et al. 1996, Niyogi 1999).

Die Vidfalt der in aquatischen Algen anzutreffenden Lichtsammelpigmente liegt unter anderem in
der Notwendigkeit begriindet, mit dem Medium Wasser und allen darin enthaltenen Stoffen und
Partikeln um die Absorption von Licht konkurrieren zu missen. Selbst klares Wasser zeigt im fur die
Photosynthese wichtigen blauen Lichtbereich von 400 bis 500 nm schon eine merkliche Absorption,

eine zehn Meter dicke Schicht reinen Wassers absorbiert bereits 30% des durch sie hindurch tretenden
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blauen Lichtes. Da der Extinktionskoeffizient von Wasser im Rotbereich von 550 nm an stark ansteigt,
wird Licht einer Wellenlange um 670 nm (Rotmaximum der Chl a-Absorption) schon nach 1 m
Wasserdurchgang zu 30% absorbiert. Durch die in jedem natlirlichen Wasserkdrper anzutreffenden,
gelésten organischen Huminverbindungen (Gilvin) sowie suspendierte anorganische Schwebstoffe
(Tripton) wird zusétzlich ein variabler Anteil an blauem Licht absorbiert. Und schliefdich absorbieren
auch die Algen selbst einen nicht unerheblichen Teil des einfallenden Lichtes, so dal3in vielen natirli-
chen Gewassern mit zunehmender Tiefe eine starke Veranderung der spektralen Zusammensetzung
des Unterwasserlichtfeldes zu beobachten ist (ausfihrliche Darstellung in Kirk 1994). Entsprechend
hoch sind die Anforderungen an die Anpassungsféhigkeit des Lichtsasmmelapparates der Algen
hinsichtlich Intensitét und spektraler Eigenschaften des zur Verfliigung stehenden Lichtes (Jeffrey
1981, Larkum und Barrett 1983, Anderson und Barrett 1986).

In den Chromophyta tragen die Carotinoide wesentlich stéarker zur Lichtsammlung bei as in
Chl a/b-haltigen Organismen (Wilhelm 1990). Hier spielen (mit Ausnahme der Cryptophyta) Tetrapyr-
role — also Chlorophylle oder Phycaobiline — nicht mehr die wichtigste Rolle bei der Lichtsammlung
(Anderson und Barrett 1986). Mit Fucoxanthin und Peridinin sind Pigmente entwickelt worden, die
sehr effektiv die Absorption des in grofReren Wassertiefen dominierenden griinen Lichtes ermdglichen.
Interessanterweise sind die Proteine der Lichtsammelkomplexe (engl. Light-Harvesting-Complex =
LHC), die die Antennenpigmente binden, verhdltnismallig konserviert geblieben. So deuten die
Aminosauresequenzen der in den Thylakoidmembranen von Algen inserierten (sog. intrinsischen)
LHC-Proteine auf einen uniformen Aufbau dieser Proteine aus drei transmembranen a-Helices hin,
und fir die Struktur sowie die Bindung von Chlorophyllen wichtige Bereiche dieser Helices sind Uber
ale Algenlinien hinweg konserviert (Green und Kuhlbrandt 1995, Durnford et a. 1996). Dabei
spiegeln die Verwandtschaftsverhéltnisse der LHC-Proteine sehr gut die Evolution der Plastiden
wider, wie ein Vergleich der phylogenetischen Stammbaume der Plastiden (Bhattacharya und Medlin
1998) mit denen der LHC-Superfamilie (Durnford et al. 1999) verdeutlicht. Allerdings unterscheiden
sich die LHC-Proteine der Chl a/lc-haltigen Algenklassen in ihren Pigmentbindungseigenschaften
deutlich von denen der Grinalgen und Hoheren Pflanzen. So binden die Chl a/b-(CAB) Proteine der
Chlorophyta (Wilhelm und Lenarz-Weiler 1987, Knoetzel et al. 1988) und der Hoheren Pflanzen
(Peter und Thornber 1991, Bassi et a. 1993, Schmid et a. 1997, Jackowski und Jansson 1998, Ruban
et al. 1999) drei bis fuinf ma mehr Chlorophyll- als Carotinoidmolekiile, wahrend in den Fucoxanthin-
Chl alc-Proteinen (FCP) der Braunalgen (De Martino et al. 1997, Pascal et al. 1998), der Diatomeen
(Caron und Brown 1987, Brown 1988, Berkaloff et a. 1990) oder der Goldalgen (Chrysophyceae;
Lichtlé et al. 1995) sowie in den membranintrinsischen Peridinin-Chl c-Proteinen (iPCP, syn. ACP)
der Dinoflagellaten (Knoetzel und Rensing 1990, Hiller et al. 1993, Jovine et a. 1995) die Chloro-
phylle und Carotinoide etwa im Verhdltnis 1:1 vorliegen. Die LHC-Proteine der Xanthophyceen
(Bichel und Wilhelm 1993) und Eustigmatophyceen (Brown 1987, Arsalane et a. 1992) nehmen mit

einem Chlorophyll/Carctinoid-Verhdltnis von 2 bis 2,5 eine Zwischenstellung ein. Eine Reihe von
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Dinoflagellaten verfligen neben dem intrinsischen iPCP Uber weitere, wasserldsliche Peridinin-Chl &
Proteine (PCP), die pro Chl a sogar drel bis vier Peridinin-Molekile binden (Hiller et al. 1999). Die
Aminosauresequenzen dieser Proteine zeigen jedoch keinerlei Homologie zu denen der membran-
intrinsischen Proteine der LHC-Superfamilie (Norris und Miller 1994) und auch ihre Raumstruktur
unterscheidet sich deutlich von der des LHC Il (Hofmann et al. 1996). Insgesamt verdeutlichen die
genannten Stdchiometrien nochmals die wichtige Rolle der Carotinoide fir die Lichtsammlung der
Chromophyten. In Tab. 1.2 sind die wichtigsten Photosynthesepigmente der bereitsin Tab. 1.1 aufge-

fuhrten Algentaxa zusammengestel|t.

Tab. 1.2  Schematische Ubersicht tiber das Vorkommen von Chlorophyllen und Xanthophyllen
in den in Tab. 1.1 aufgeflihrten Algenklassen. Neben den genannten Pigmenten ist in
allen Klassen R-Carotin anzutreffen. Von den mit einem Fragezeichen versehenen
Pigmenten ist die Lichtsammelfunktion noch nicht nachgewiesen.

Klasse Chl-Typen Lichtsammelxanthophylle?® Xanthophyll
zyklus
Chrysophyceae Chla Chlc  Fucoxanthin®??3 VAZ*!
Raphidophyceae ~ Chl a, Chl ¢ Fucoxanthin® VAZ?®
Phaeophyceae Chl a, Chl ¢ Fucoxanthin®>* VAZ*?
Bacillariophyceae  Chl a, Chl ¢ Fucoxanthin®3>° DT*

Xanthophyceae Chl a Chl ¢ Heteroxanthin (?), Vaucheriaxanthin-Ester (?)*’  DT?®

Eustigmatophyceae Chl a Violaxanthin, Vaucheriaxanthin-Ester (?) *° VAZ®
Haptophyceae Chl a, Chl ¢ Fucoxanthin bzw. Fucoxanthin-Derivate® ** DT®
Dinophyceae Chla Chic  Peridinin %1% DT 6. Y
Cryptophyceae Chla Chic  Alloxanthin (?)° 1

& kursiv gedruckte Zahlen geben Arbeiten an, in denen der Energietransfer der entsprechenden Lichtsammel-
xanthophylle auf Chlorophylle nachgewiesen wurde: ¥ Hager und Stransky 1970b, ? Withers et al. 1981,
¥ Bjgrnland und Liaaen-Jensen 1989, ¥ Mimuro et al. 1990a, ® Stauber und Jeffrey 1988, © Shreve et al. 1991,
) Biichel und Garab 1995, ® Stransky und Hager 1970a, ¥ Owens et al. 1987, »® Lubian und Montero 1998,
D Hiller et al. 1988, * Moisan et al. 1998, * Mimuro et a. 1990b, * Jovine et al. 1995, ® Bautista et .
1999, *® Hager 1975, ¥ Demerset al. 1991.

Neben der Notwendigkeit der effizienten Absorption des zur Verfligung stehenden Lichtes stellt sich
alen Photosynthese betreibenden Organismen aber auch das Problem, dal ihre Antennenpigmente
zeitweise mehr Licht absorbieren, als in den anschliefRenden Prozef3ketten verarbeitet werden kann.
Unter Schwachlichtbedingungen ist die photochemische Quantenausbeute aus dem ersten Singulett-
Anregungszustand (*Chl*) von Chl a heraus sehr hoch: Bis zu 80% der von den Pigmenten

absorbierten Lichtquanten werden fiir photochemische Arbeit genutzt (Ubersicht in Krause und Weis
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1991), der Rest geht in Form von Wéarme und Fluoreszenz verloren (Abb. 1.1). Steigende Lichtinten-
sitéten fuhren zur schrittweisen Herabsetzung der photochemischen Ausbeute, da immer mehr
Lichtquanten auf temporér , geschlossene” Photosysteme treffen, sobald die Absorptionsrate von
Lichtquanten die Turnover-Rate des zwischen den beiden Photosystemen vermittelnden Plastochinon-
Pools tibersteigt (Kolber und Falkowski 1993). Dies betrifft in erster Linie das vor dem Plastochinon-
Pool liegende Photosystem Il (PS I1).

ApH

Zeaxanthin
Antheraxanthin
Diatoxanthin

Abb. 1.1  Schema der Deaktivierungswege von Chlorophyll nach Lichtanregung (aus Demmig-
Adams und Adams Il 1993, leicht verandert). Car = Carotinoid, D = Dissipation
(Warmeabgabe), F = Fluoreszenz, I1ISC = Intersystem Crossing, P = Photochemie,
! = Sngulett-Zustand, * = Triplett-Zustand, * = angeregtes Mol ekill.

Da in geschlossenen Photosystemen die Méglichkeit zur photochemischen Nutzung der Anregungs-
energie wegfallt, kommt es zur verstérkten Deaktivierung durch Wéarmeabgabe und Fluoreszenz sowie
zur vermehrten Bildung von Triplett-Chl (°3Chi*) durch Intersystem Crossing von *Chl* in den Anten-
nen (Peterman et al. 1995) oder durch Ladungsrekombination des priméaren Radikalpaars im PS|I-
Reaktionszentrum zu *P680* (Takahashi et al. 1987, Durrant et a. 1990, Macpherson et al. 1993). Bei
der Umwandlung von *Chl* in 3Chi* erfahrt das angeregte p-Elektron des Chlorophylls eine Spinum-
kehrung. Da die Riickkehr des *Chl* in den Grundzustand durch Abgabe der Anregungsenergie as
Strahlung (Phosphoreszenz) oder Warme nur nach erneuter Spinumkehrung des angeregten Elektrons
erfolgen kann, ist die ®Chl*-Spezies deutlich langlebiger als *Chl*. Bei Anwesenheit von molekularem
Sauerstoff (O,) Ubertrégt sie ihre Anregungsenergie auf diesen, wodurch er vom Triplett- in den
hochreaktiven Singulett-Zustand (*O,*) Ubergeht. 'O,* wiederum reagiert leicht mit den p-Elektronen-
systemen von Photosynthesepigmenten, ungeséttigten Fettsduren der Membranlipide, aromatischen

Aminosauren und Purinen und kann durch deren Oxidation zu schweren Zellschédigungen fihren
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(Krinsky 1979, Knox und Dodge 1985, Siefermann-Harms 1987). Entsprechend sind im Photosynthe-
seapparat sowohl Mechanismen zur Minimierung der Bildung von *O,* as auch solche zu seiner
schnellen und effektiven Beseitigung vorhanden (Ubersicht in Siefermann-Harms 1987, Demmig-
Adams et a. 1996). Auch bei diesen Prozessen spielen Carotinoide eine entscheidende Rolle, wie
bereits friih Experimente an photosynthetisch aktiven Organismen verdeutlichten, deren Carotinoid-
biosynthese aufgrund einer Mutation defekt war oder durch Zugabe von Hemmstoffen unterbunden
wurde (Sistrom et al. 1956, Vaisberg und Schiff 1976, Frosch et a. 1979).

Wie Abb. 1.1 illustriert, sind Carotinoide zunachst daran beteiligt, bereits die Entstehung von *O,*
zu verhindern, indem sie die Anregungsenergie von *Chl* ibernehmen und in W&rme umwandeln
(Dissipation). Kommt es dennoch zur Bildung von *O,*, so kénnen sie auch diesen iiber Warmeab-
gabe deaktivieren. Diese photoprotektiven Funktionen konnen von den gleichen Carotinoiden
wahrgenommen werden, die auch an der Lichtsammlung beteiligt sind. So wurde z.B. fir das
Peridinin im wasserl6dlichen Peridinin-Chlorophyll-Protein (PCP) der Dinoflagellaten (Bautista et al.
1999) und fir Lutein und Violaxanthin im LHC Il Hoherer Pflanzen (Peterman et al. 1997) gezeigt,
dal’ die genannten Carotinoidspezies sowohl zum Energietransfer auf Chl aals auch zur Ldschung von
3Chi* fahig sind. Einen speziellen Fall stellen die beiden im Reaktionszentrumskomplex von PS|1I
gebundenen b-Carotin-Molekiile dar. Da das bei der primaren Ladungstrennung entstehende P680"-
Radikal ein sehr hohes Redoxpotential aufweist, welches erst die Wasserspaltung ermdglicht, darf b-
Carotin nicht in van-der-Waals-K ontakt zu den P680-Chlorophyllen stehen, da es sonst durch P680"
oxidiert wirde (Thompson und Brudvig 1988). Folglich ist es aber auch nicht nahe genug an den
P680-Chlorophyllen lokalisiert, um eine effektive ®P680*-Léschung zu ermdglichen. Statt dessen ist
es fir die Beseitigung von *O,* verantwortlich, der durch Reaktion von *0, mit *P680* entstehen kann
(Telfer et a. 1994). Fur Neoxanthin wird die gleiche Funktion bei der Léschung von im LHCII
entstehendem 'O,* diskutiert (Peterman et al. 1997, Croce et al. 1999b).

Pflanzen verfigen aber auch Uber Mechanismen, die bereits die Bildungswahrscheinlichkeit von
%Chl* aus "Chl* in den Antennenkomplexen herabsetzen. Hierbei wird die dissipative Deaktivierung
von Chl* auf Kosten der anderen Desktivierungsprozesse beschleunigt. Das verringert die
Wahrscheinlichkeit der °Chl*-Bildung, jedoch wird zugleich auch die photochemische
Quantenausbeute herabgesetzt (vgl. Abb. 1.1). Dieser Mechanismus wiirde unter Schwachlichtbedin-
gungen einer effektiven Lichtnutzung entgegenstehen und mul3 deshalb regulierbar sein. Ein wichtiges
Stellglied ist der durch den photochemischen Elektronentransport induzierte pH-Gradient Uber die
Thylakoidmembran, der ein direktes Mal3 der Audastung des Photosyntheseapparates darstellt. Mit
zunehmender Protonenkonzentration im Thylakoidlumen wird ein wachsender Antell der Anregungs-
energie in den Lichtsammelantennen in Warme umgewandelt (Dau und Hansen 1990, Mullineaux et
a. 1994, Yahyaoui et al. 1998). Die Zunahme dieses auch als high-energy-state quenching (gE)
bezeichneten Deaktivierungsprozesses 1at sich am leichtesten durch Messung der damit linear

korrelierten Fluoreszenzabnahme (Y ahyaoui et al. 1998) in Form des non-photochemical quenching
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(NPQ) verfolgen, das zugleich als Indikator fur die parallele Abnahme der photochemischen Quanten-
ausbeuten dienen kann (Weis und Berry 1987, Genty et al. 1989).

Darliber hinaus bewirkt die photosynthetische Ansauerung des Thylakoidlumens in den Thyla
koidmembranen die Bildung bestimmter Xanthophyllspezies, mit der Folge einer deutlichen
Verstérkung der nicht-photochemischen Léschung von *Chi*. Dieser ProzeR ist eine Teilreaktion des

sog. Xanthophyllzyklus, der im folgenden eingehender dargestellt werden soll.

3. Xanthophyllzyklen

Schon vor mehr als 40 Jahren beschrieben erstmals Sapozhnikov und Mitarbeiterinnen (1957) die
lichtabhangigen Umwandlungen von Xanthophyllen in den Bléttern von Veilchen, Bohnen und
Loéwenzahn. Bei Starklichtinkubation der Blétter stellten sie eine Abnahme von Violaxanthin (Vx)
fest, wahrend die Konzentration eines zunachst als Lutein identifizierten Pigmentes anstieg. Bei nach-
folgender Dunkelinkubation unter Sauerstoff war eine Umkehrung dieser Prozesse zu beobachten.
Y amamoto und Mitarbeiter (1962) wiesen dann nach, dal’ Vx nicht zu Lutein, sondern zu Zeaxanthin
(Zx) deepoxidiert wird und dal? das Monoepoxid Antheraxanthin (Ax) eine Zwischenstufe dieser
Reaktion ist (Abb. 1.2). Die Bezeichnung ,, Xanthophyllzyklus* soll ausdriicken, dal3 Deepoxidierung
und Epoxidierung im Licht parallel ablaufen, unter diesen Bedingungen also eine zyklische

Umwandlung zwischen Vx und Zx stattfindet.
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Abb. 1.2
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Gegeniberstellung von Violaxanthin/Antheraxanthin/Zeaxanthin-(VAZ-)Zyklus und

Diadinoxanthin/Diatoxanthin-(DT-)Zyklus. HL = Starklicht, LL = Schwachlicht.

Nachfolgende Untersuchungen ergaben, dal3 der Violaxanthin/Antheraxanthin/Zeaxanthin-(VAZ-)

Zyklus nicht nur in Hoheren Pflanzen, sondern auch in Grinalgen, Braunalgen und Goldalgen zu
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finden ist (Hager und Stransky 1970a, 1970b). Bei einer Reihe weiterer Algengruppen zeigte sich, dal3
sie anstelle des VAZ-Zyklus lber einen anderen Xanthophyllzyklus verfiigen, bei dem die Pigmente
Diadinoxanthin (Ddx) und Diatoxanthin (Dtx) ineinander umgewandelt werden (DT-Zyklus), wahrend
in den phycobilinhaltigen Rotalgen, Cryptophyceen und Cyanobakterien keine Epoxy-Xanthophylle
und entsprechend auch keine Xanthophyllzyklen nachweisbar waren (Hager und Stransky 1970b,
Stransky und Hager 1970a, 1970b, 1970c). Wie Abb. 1.2 verdeutlicht, besitzt Ddx nur eine Epoxid-
gruppe und wird im Starklicht zu Dtx deepoxidiert, und auch hier erfolgt im Schwachlicht die
Riuckumwandlung. Charakteristisch fir das Pigmentpaar Ddx/Dtx ist, daf3 in beiden Molekilen als
letzte ungeséttigte Bindung vor dem einen der beiden Jononringe eine Dreifachbindung vorliegt
(acetylenische Bindung), wodurch dieser weiter von der Polyenkette absteht als bei den Xanthophyllen
des VAZ-Zyklus. Dieser sterische Unterschied ist wahrscheinlich auch dafur verantwortlich, dal? der
entsprechende Jononring nicht epoxidiert wird. Wie aus Tab. 1.2 ersichtlich wird, besitzen ale der
eingangs a's wichtigste marine Primérproduzenten genannten Algengruppen den DT-Zyklus. Kirzlich
wurde in Hoheren Pflanzen ein weiterer Xanthophyllzyklus entdeckt, der bisher allerdings nur in einer
Spezies der auf anderen Pflanzen parasitierenden Gattung Cuscuta (Teufelszwirn) beobachtet wurde
(Bungard et al. 1999). Er beinhaltet das dort anstelle von Neoxanthin vorkommende Lutein-5,6-
Epoxid und Lutein. Dieser Lutein-Epoxid/Lutein-Zyklus lauft im Teufelszwirn parallel zum VAZ-
Zyklus ab. Aufgrund seines bisher einzigartigen Vorkommens soll auf diesen Zyklus hier jedoch nicht
ndher eingegangen werden.

Die meisten der bisherigen Untersuchungen zur Funktion der Xanthophyllzyklen wurden am VAZ-
Zyklus der Hoheren Pflanzen und Griinalgen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dal? die Deepoxidierung
von VX durch ein im Lumen der Thylakoide lokalisiertes Enzym katalysiert wird, das durch die im
Rahmen des photosynthetischen Elektronentransportes bewirkte Ansduerung des Lumens aktiviert
wird (Abb. 1.3; Hager 1969, Hager und Holocher 1994). Als Kosubstrat benétigt diese Deepoxidase
Ascorbat, welches als Elektronenlieferant fir die Reduktion des Epoxidsauerstoffes zu Wasser dient.
Dehydroascorbat wird durch Glutathion wieder zu Ascorbat reduziert, die Elektronen hierfiir stammen
letztlich aus der photosynthetischen Elektronentransportkette (Hager 1969, 1975). Die Rickreaktion
der Epoxidierung von Zx zu Vx tber Ax wird von einem Enzym katalysiert, das sich auf der Stroma-
seite der Thylakoidmembran befindet (Hager 1975, Siefermann und Yamamoto 1975a) und mit
molekularem Sauerstoff als Kosubstrat (Y amamoto und Chichester 1965, Hager 1967) sowie NADPH
as Elektronendonator (Hager 1975) arbeitet. Inzwischen sind die Gensegquenzen der Deepoxidase
(Bugos und Y amamoto 1996, Bugos et a. 1998) und der Epoxidase (Marin et al. 1996, Bouvier et al.
1996, Burbridge et al. 1997) aus einer Reithe von Hoheren Pflanzen entschiiisselt worden. Beide
Enzyme sind kerncodiert.

Die physiologische Rolle des Xanthophyllzyklus blieb lange Zeit unklar. So vertrat Sapozhnikov
(1973) die Ansicht, dal er in die Wasserspaltung am Photosystem |l eingeschaltet sein kénnte. Diese

Hypothese wurde auch in jingster Zeit noch von russischen Forschergruppen favorisiert (Maslova et
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a. 1996). Doch schon 1965 zeigten Yamamoto und Chichester, dal3 samtliche Sauerstoffatome im
Violaxanthinmolekil nicht aus H,O, sondern aus molekularem O, stammen, und Hager stellte fest,
dal3 einerseits die Epoxidierung auch im Dunkeln abléuft (Hager 1967) und andererseits isolierte
Chloroplasten auch bel geghemmtem Xanthophyllzyklus zur Sauerstoffentwicklung fahig sind (Hager
1975). Diese Ergebnisse waren bereits schwer mit der Hypothese der direkten Beteiligung des
Xanthophyllzyklus an der Wasserspaltung vereinbar. Nachdem in jlngster Zeit Mutanten von
Arabidopsis thaliana (Rock und Zeevaart 1991, Niyogi et a. 1998) und Chlamydomonas reinhardtii
(Niyogi et al. 1997a) isoliert wurden, die aufgrund eines defekten Deepoxidase- oder Epoxidase-Gens
keine Xanthophyllzyklusaktivitdt mehr zeigen, aber dennoch unter nicht-séttigenden Lichtbedingun-
gen normales autotrophes Wachstum und photosynthetische Sauerstoffentwicklung aufweisen (Tardy
und Havaux 1996, Niyogi et al. 1997a, 1997b, 1998), ist diese Hypothese as nicht mehr haltbar anzu-
sehen.

CO, wmmmp- Kohlenhydrate

nH*
NADPH+H" o NADPH-+H* ATP ATP-
2 Synthase

NADP* 2H*
Fd

FNR

Cyt bgf RCI

ADP + P;

LHC |

FeS
Cyt f

P700

PC

pH>6,5 pH opt 52  <mmon 2 HT 2 HY nH

Inaktive
Deepoxidase

Abb. 1.3  Beziehungen zwischen dem Xanthophyllzyklus und dem photosynthetischen Elektro-
nentransport in der Thylakoidmembran (nach Hager und Holocher 1994). Asc =
Ascorbat, DHAsc = Dehydroascorbat, Fd = Ferredoxin, FNR = Ferredoxin-NADP-
Oxidoreductase, GSH = Glutathion, GSSG = oxidiertes Glutathion, PC = Plastocyanin,
PQ = Plastochinon-Pool, RC | bzw. RC II= Reaktionszentrumskomplex von PSI| bzw.
PSII.

Krinsky dagegen schlug bereits 1966 vor, dal? der Zyklus eine Schutzfunktion gegen photooxidative

Schéden ausiiben konnte. Er postulierte, daR es im Starklicht zur vermehrten Bildung von 'O.*
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kommt, welcher von Zx ,eingefangen wird, bevor er andere Verbindungen oxidieren kann. Die
Epoxidierung von Zx zu Vx wére demnach ein nicht-enzymatischer Vorgang, Krinsky betrachtete
alein die Rickbildung des ,, Schutzpigmentes® Zx aus Vx als enzymatisch katalysiert. Nachdem aller-
dings Hager (1975) klar zeigen konnte, dal3 auch die Epoxidierung ein enzymatischer Vorgang ist,
wurde diese Hypothese ebenfalls verworfen.

Hager (1975) diskutierte als eine mdgliche Funktion des Zyklus die Vernichtung von Reduktions-
aquivalenten (NADPH+H"), um das NADPH/ATP-Verhdltnis zugunsten von ATP zu verschieben und
zugleich den linearen Elektronentransport durch Regeneration des Endakzeptors NADP' aufrechtzuer-
halten. Diese Uberlegung 18Rt sich an Abb. 1.3 nochmals verdeutlichen: Sowohl die Deepoxidase as
auch die Epoxidase reduzieren bei der Katalyse Sauerstoff mittels Elektronen, die letztlich aus der
photosynthetischen Wasserspaltung stammen. Die Deepoxidierung eines Molekills VX zu Zx und die
anschlieRende Rickreaktion wirden zusammen vier NADPH+H" verbrauchen, wahrend die ATP-
Bilanz unverandert bliebe. Bei unter Belichtung gleichzeitig ablaufender Deepoxidierung und
Epoxidierung hangt der Verbrauch an Reduktionsaquivalenten direkt von der Umsatzgeschwindigkeit
des Zyklus ab. Nach Abschétzungen von Hager (1975) und Yamamoto (1979) liegt der maximale
Verbrauch von NADPH+H" durch den Xanthophyllzyklus jedoch etwa zwei Zehnerpotenzen unter der
photosynthetischen Produktion von NADPH+H". Yamamoto (1979) favorisierte deshalb eine Rolle
des Xanthophyllzyklus bei der Regulation der Thylakoidmembran-Eigenschaften. Auf diese
Hypothese wird an spéterer Stelle im Zusammenhang mit neueren Arbeiten nochmals kurz
eingegangen.

Erst 1987 entdeckten Demmig und Mitarbeiter durch parallele Messungen von Pigmentgehalten
und Fluoreszenzanderungen, dald die starklichtabhangige Entstehung von Zeaxanthin eng mit der
Ausbildung des NPQ Kkorreliert ist. Diese Beobachtung war der Audldser fir zahlreiche weitere
Untersuchungen, die die von Demmig et a. (1987) zundchst nur an drei Pflanzenarten gemachten
Befunde anhand vieler weiterer Pflanzenspezies bestétigten (Ubersicht z.B. in Demmig-Adams 1990,
Demmig-Adams und Adams Il 1996). Zudem zeigte sich, dal3 auch im Zuge der Bildung von Ax
(Gilmore und Yamamoto 1993, Goss et al. 1998) und Dtx (Demers et al. 1991, Arsalane et al. 1994,
Olaizolaet a. 1994, Olaizolaund Y amamoto 1994) eine Verstérkung des NPQ zu beobachten ist.

Unter Starklichtstrel3 ist sowohl im LHCII as auch im LHC| der Hoheren Pflanzen eine
Umwandlung von Vx zu Zx feststellbar (Thayer und Bjérkman 1992, Lee und Thornber 1995). Die
Untersuchungen zum Mechanismus der mit der Zx-Bildung einhergehenden Fluoreszenzlschung
konzentrierten sich bisher jedoch ausschliefdlich auf den LHC I, da die als gE-Indikator verwendete
Fluoreszenz zum groften Teil aus PS Il stammt und sich Anderungen der Dissipation im LHC | auf
diese Weise nicht detektieren lassen. Zudem ist PS1I empfindlicher gegen Starklicht als PS|1. Der
Hauptteil der PS II-Antenne wird durch den majoren LHC II-Komplex (LHC Ilb) gestellt, der etwa
50% des gesamten Chlorophylls und Uber 60% des in PSII lokalisierten Chlorophylls bindet
(Yamamoto und Bassi 1996). Neben LHC IIb sind am Aufbau der PS II-Antennen noch drei weitere
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Pigment-Protein-Komplexe beteiligt: LHC Ila (CP29), LHC llc (CP26) und LHC IId (CP24). Sie
binden zusammen allerdings nur etwa 15% des Gesamtchlorophylls von PS |l und werden deshalb
auch als minore LHC |1-Komplexe bezeichnet (Yamamoto und Bassi 1996). Nachdem Untersuchun-
gen von Bass et a. (1993) und Ruban et al. (1994) dafir sprachen, da3 die minoren LHC II-
Komplexe bezogen auf ihren Chlorophyllanteil mehr Pigmente des VAZ-Zyklus binden als LHC b,
wurden diese Komplexe als die Orte der verstérkten Dissipation von Anregungsenergie im Rahmen
des gE diskutiert. Jingste Ergebnisse an LHC I1-Komplexen, die mit schonenderen Methoden isoliert
wurden, lassen jedoch keine bevorzugte Bindung von VX, Ax und Zx an die minoren LHC II-
Komplexe erkennen, was die Hypothese einer besonderen Rolle der minoren Komplexe bei der
Ausbildung von gE wieder in Frage stellt (Ruban et al. 1999).

Fir Chl alc-haltige Algen haben inzwischen Untersuchungen auf mRNA-Ebene (Grossman et al.
1990, Bhaya und Grossman 1993, Apt et a. 1995, Durnford et al. 1996, Smith et a. 1997, Eppard und
Rhiel 1998, Hiller et al. 1999, Eppard et al. 2000) sowie verbesserte Proteinisolierungstechniken
(Buchel und Wilhelm 1993, Durnford und Green 1994, Jovine et al. 1995, De Martino et al. 1997,
Rhiel et al. 1997) gezeigt, daid sie ebenfalls eine Reihe von LHC-Isoformen exprimieren. Allerdings
steht eine genaue Charakterisierung der einzelnen Genprodukte hinsichtlich unterschiedlicher
Pigmentbindungseigenschaften sowie ihres Anteils am Gesamt-LHC noch aus. Bisherige Daten Uber
die Verteilung der Xanthophyllzykluspigmente auf verschiedene LHC-Komplexe ergeben ein hetero-
genes Bild, in enigen Algenarten konnten Komplexe mit deutlich abweichenden
Xanthophyllstéchiometrien aufgetrennt werden (Jovine et al. 1995, Caron et a. 1995, De Martino et
a. 1997), in anderen Arten war der Unterschied zwischen den verschiedenen LHC-Fraktionen gering
(Caron und Brown 1987, Berkaloff et al. 1990, Biichel und Wilhelm 1993). Weitere Untersuchungen
missen zeigen, inwieweit die in den verschiedenen Arbeiten untersuchten LHC-Fraktionen noch
heterogen waren und ob mdglicherweise peripher gebundene Pigmente bel der Isolation
verlorengingen. Zu kléren ist weiterhin die Frage, ob in Chromophyta ebenfalls eine Unterscheidung
in minore und majore LHC-Komplexe vorgenommen werden kann (De Martino et al. 1997, Rhiel et
al. 1997).

Der genaue Mechanismus des gE ist immer noch unklar. Ein Modell der direkten Beteiligung von
Zx an der erhdhten Dissipation in den LHC-Komplexen wurde von Owens und Mitarbeitern (Owens et
al. 1992, Owens 1994) vorgeschlagen. Danach soll der erste Singulett-(S;-)Anregungszustand von Zx,
das mit 11 konjugierten Doppelbindungen ein ausgedehntes p-Elektronensystem aufweist, unterhalb
des Energieniveaus von Chl* liegen. Dadurch wére Zx in der Lage, die Anregungsenergie von *Chl*
direkt zu Gbernehmen und anschlief’end in Warme umzuwandeln. Das Energieniveau des S;-Zustandes
von Vx mit nur neun konjugierten Doppelbindungen soll sich dagegen tiber dem von *Chl* befinden,
wodurch der Energietransfer zwischen Vx und Chl bevorzugt in Richtung Chl ablaufen wirde
(Abb. 1.4). Der Xanthophyllzyklus wird hier als ,molekulare Gangschaltung” interpretiert, die es

ermoglicht, nach Bedarf zwischen Lichtsammlung durch Vx und Photoschutz durch Zx hin- und
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herzuschalten (Frank et a. 1994). Die grofte Schwierigkeit bei der Uberpriifung dieser Hypothese
bestand bisher darin, dal3 die Energieniveaus der S;-Zustdnde von Carotinoiden mit mehr als acht
konjugierten Doppelbindungen nicht direkt experimentell meffbar waren. Da bei Polyenen der
Ubergang vom Grundzustand (S, bzw. 1*Ay) in den S;-Zustand (2*A,) symmetrieverboten ist und
deshalb bei Lichtabsorption die direkte Anregung auf das S,-Niveau (1'B,) erfolgt, kénnen hier die
Si-Energien nicht einfach durch Absorptionsmessungen bestimmt werden. Eine Alternative stellt die
Messung des Emissionsspektrums der Fluoreszenz aus dem S;-Zustand dar, Polyene mit mehr als acht
konjugierten Doppel bindungen zeigen jedoch fast nur noch Fluoreszenz, die aus dem S,-Sy-Ubergang
resultiert. Daher konnten die S;-Niveaus dieser Pigmente zunéchst nur durch Extrapolation der an
einer Serie von Polyenen mit kleineren Doppelbindungssystemen gemessenen S,-S;-Energiedifferen-
zen abgeschétzt werden (fir eine ausfihrliche Erlauterung siehe Frank und Cogdell 1993). Die auf
diese Weise fur die Pigmente des VAZ-Zyklus (Frank et al. 1994) und des DT-Zyklus (Frank et al.
1996) gewonnenen Ergebnisse schienen im Einklang mit der Hypothese eines direkten Energie-

| 6schungsmechanismus.

20000 - S,(1'B)

1
Licht- Sz (1B

— sammlung NPQ
£ 15000 |- Q)
S, @ S
.% S, (2 lAg) 1 (Qy) —_
E S, (21A,) ———
£ 10000 t
e
g
5 P F D
&
2 5000 -

0L S,(1A) S, Sp(11A) —Ye

Violaxanthin Chla Zeaxanthin

Abb. 1.4  Schematische Darstellung der Hypothese des “ molekularen Gangschaltungs’-Mecha-
nismus des Xanthophyllzyklus (nach Frank et al. 1994). Der Energietransfer zwischen
Violaxanthin und Chl a lauft bevorzugt in Richtung Chl a ab (Lichtsammlung), der
Transfer zwischen Zeaxanthin und Chl a dagegen in Richtung Zeaxanthin (Energie-
6schung, mefbar als NPQ). D = Dissipation, F = Fluoreszenz, NPQ = Non-
Photochemical Quenching, P = Photochemie, § = Grundzustand, S, = 1. Singulett-
Niveau, S, = 2. Sngulett-Niveau.

Injlingster Zeit ermdglichten Fortschritte in spektroskopischen Mefdtechnologien erstmals eine direkte
Bestimmung der Energie der S;-Zustande von Vx und Zx. Die von Polivka et al. (1999) mittels
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Femtosekunden-Absorptionsspektroskopi e bestimmten S;-Energieniveaus von Vx und Zx lagen beide
unterhalb des S;-Niveaus von Chl a, besonders das Niveau von Vx befand sich deutlich unter den
zuvor durch Extrapolation ermittelten Werten. Bel den zur Zeit vermutlich genauesten Messungen von
Frank et al. (2000) wurden die Energieniveaus anhand von Fluoreszenzspektren ermittelt, die aufgrund
der extrem geringen Quantenausbeute der S;-Fluoreszenzemission zuvor mefdtechnisch nicht erfal3bar
waren. Die Werte liegen deutlich héher als die von Polivka et al. (1999), ihren Messungen nach lage
das S;-Niveau von Chl a doch zwischen den Niveaus von Vx und Zx. Allerdings ist der Unterschied
zwischen den Energieniveaus von Vx und Zx nur halb so grof3 wie zuvor von Frank et al. (1994) abge-
schétzt, und die S;-Niveaus von Zx und Chl a zeigen eine so breite spektrale Uberlappung, daB ein
Energietransfer in beide Richtungen gleich wahrscheinlich erscheint (Frank et al. 2000). Daraus
schlul3folgern die Autoren, dal3 wahrscheinlich nicht die unterschiedlichen S;-Energieniveaus von Vx
und Zx, sondern andere Prozesse flr die Regulation der dissipativen Energiel6schung verantwortlich
sind.

Ein aternatives Modell, das durch die eben geschilderten Befunde zusdtzlich an Attraktivitét
gewinnt, wurde fast zeitgleich zur Hypothese von Owens und Mitarbeiter (1992) durch Horton et al.
(1991) vorgeschlagen. Sie postulieren einen ,indirekten* Mechanismus der Verstarkung des NPQ
durch Zx. Als eigentliche Ursache der verstérkten Dissipation in den Lichtsammelantennen wird hier
die Aggregation der LHC-Komplexe angesehen, die Uber damit einher gehende K onformationsande-
rungen zur Entstehung von Chlorophyllspezies mit erhohter Dissipationsfahigkeit fihren sollen. Als
primérer Ausloser der LHC-Aggregation wird die photosynthetische Ansduerung des Thylakoid-
lumens betrachtet (siehe Abb. 1.5). Sie bewirkt zum einen die Protonierung der Carboxylgruppen
bestimmter Aminosdurereste in den lumenal exponierten Bereichen der LHC-Proteine, was eine
Aggregation dieser Komplexe zu Folge hat. Zum anderen fihrt die erhthte Protonenkonzentration im
Lumen zur Aktivierung der Violaxanthin-Deepoxidase und damit zur Umwandlung von VX zu Zx. Zx
wird in diesem Modéll nicht als direkt verantwortlich fir die erhdhte Dissipation angesehen. Vielmehr
soll Vx die Aggregation von LHC-Komplexen aufgrund seiner gewinkelten Molekulstruktur (die
beiden Jononringe sind von der sie verbindenden Polyenkette abgewinkelt) behindern, wahrend das
planare Molekil Zx diese Aggregation fordert.

Der experimentelle Nachweis des Einflusses der verschiedenen Xanthophylle auf die LHC-Aggre-
gation erfolgte bisher vor alem an isolierten LHC-Komplexen. Hier zeigte sich, dal3 die Zugabe von
Zx zu solubilisiertem LHC Il dessen Aggregation und die damit verbundene Fluoreszenzabnahme
stimuliert, wahrend umgekehrt Vx zuvor induzierte LHC-Aggregate destabilisiert und zum Anstieg
der Fluoreszenz fuhrt (Ruban et al. 1994, 1997). Zudem bewirkte die Zugabe des Xanthophylls
Auroxanthin, das wie Zx eine planare Molekilstruktur aufweist, aber nur sieben konjugierte
Doppelbindungen besitzt und daher nicht zur direkten Energielibernahme von Chl a fahig ist, eine
vergleichbare Fluoreszenzldschung wie die Zugabe von Zx (Ruban et al. 1998). Bel niedrigen

Detergenskonzentrationen fiihrte auch die Erniedrigung des pH-Wertes auf 5,5 zu einer deutlichen
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Fluoreszenzabnahme der Komplexe (Ruban et al. 1994). In weiteren Untersuchungen konnten in den
lumena exponierten Bereichen von LHC llc (CP26) zwei Glutamatreste identifiziert werden, die
moglicherweise fir die pH-Sensitivitdt der Fluoreszenzldschung in diesem Komplex verantwortlich
sind (Walters et al. 1996). Allerdings sind diese Aminosdurereste nicht in alen LHC-Proteinen

konserviert, die als pH-Sensoren diskutiert werden.

Deepoxidierung

Protonierung

Abb. 15  Schematische Darstellung der Hypothese der allosterischen Regulation des gE. In
diesem Modell wird die Dissipation von Energie im LHC |1 durch Anderungen seiner
Struktur kontrolliert, wobei Protonen und Zeaxanthin als allosterische Effektoren
fungieren. (nach Horton et al. 1991, 1996). Die photosynthetische Ansauerung des
Lumens (DpH) bewirkt zum einen die Protonierung der Carboxygruppen bestimmter
Aminosaurereste in LHC I1-Proteinen, zum anderen stimuliert sie die Deepoxidase und
fuhrt so zur Bildung von Zx aus Vx. Beide Prozesse fordern in synergistischer Weise die
Dissipation (D).

Neue Impulse zur Losung der Frage nach dem Mechanismus von gE sind durch die kiirzliche Isolie-
rung einer Mutante von A.thaliana zu ewarten, die zwar im Starklicht die gleiche
Xanthophyllzyklusaktivitéat wie der Wildtyp aufweist, jedoch trotzdem nahezu kein NPQ ausbildet
(Bjorkman und Niyogi 1998). Inzwischen konnte gezeigt werden, dal3 dieser Mutanten ein bestimmtes
LHC-Protein fehlt, und zwar das PsbS-Protein (syn. CP22; Li et al. 2000). Seine Sequenz weist es als

zur CAB-Proteinfamilie zugehorig aus. Allerdings besitzt PsbS eine vierte transmembrane a-Helix,
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und aufgrund molekilinterner Sequenzhomologien wird es als Vorlaufer bei der Evolution der anderen
CAB-Proteine diskutiert (Green und Pichersky 1994, Green und Kihlbrandt 1995). PsbSist in Hohe-
ren Pflanzen mit einer Stéchiometrie von etwa zwei Komplexen pro PS I nachgewiesen worden und
soll etwa finf Chlorophylle und ein Xanthophyllmolekiil pro Apoprotein binden (Funk et al. 1995).
Uber das Vorhandensein eines homologen Proteins in Chl a/c-haltigen Algen ist bisher nichts bekannt.
Eine eingehende Charakterisierung des PsbS-Proteins hinsichtlich potentieller Bindungsstellen fir
Protonen bzw. Zeaxanthin sowie deren Einfluld auf sein Fluoreszenz- und Aggregationsverhalten
verspricht die Aufklarung des molekularen Mechanismus von gE zu ermdglichen. Ebenfalls
interessant wird es sein, in den verschiedenen Algengruppen mit Xanthophyllzyklus nach PsbS-
homologen Proteinen zu suchen.

In diesem Zusammenhang ist noch zu erwahnen, dal3 fir die Xanthophyllzykluspigmente neben der
Vergtérkung der Dissipation von Anregungsenergie weitere photoprotektive Funktionen diskutiert
werden. So liegen experimentelle Belege dafir vor, da3 Zx und Ax am Schutz der Thylakoid-
membranlipide gegen Peroxidation durch Sauerstoffradikale beteiligt sind (Sarry et al. 1994, Havaux
und Niyogi 1999). Dariiber hinaus kénnte der Xanthophyllzyklus auch die Thermostabilitét der Photo-
synthesekomplexe in der Thylakoidmembran regulieren, indem das bei erhthter Temperatur gebildete
planare Molekill Zx die Fluiditéat der Thylakoidmembran durch Wechselwirkung mit den Membran-
lipiden herabsetzt (Havaux und Gruszecki 1993, Havaux und Tardy 1996).

Schliefdlich ist darauf hinzuweisen, daf3 fur die Xanthophyllzykluspigmente noch weitere Funktio-
nen diskutiert werden, die nicht mit der Photoprotektion in Verbindung stehen. So sprechen eine Reihe
von Untersuchungen fir eine Rolle von Zx als Blaulichtrezeptor in den Nebenzellen von Stomata
(Srivastava und Zeiger 1995, Quinones et al. 1996, Frechilla et al. 1999). Ob Zx diese Funktion auch
in den Koleoptilen von Mais ausiibt, ist jedoch umstritten (Quinones und Zeiger 1994, Quinones et al.
1996, Palmer et a. 1996). Wie Untersuchungen an Pigmentmangel mutanten bestétigten (Rock und
Zeevaart 1991, Marin et al. 1996, Niyogi et a. 1998), stellt Vx neben seiner Funktion in den Licht-
sammelantennen auch die Synthesevorstufe von Neoxanthin dar, welches seinerseits der Precursor fir
die Biosynthese von Abscisinsdure ist (Schwartz et al. 1997). Abscisinsdure ist an vielen pflanzlichen
Regul ationsprozessen beteiligt, so z.B. an der Aufrechterhaltung der Samenruhe, der Regulation der
Spaltéffnungen sowie generell bei der StrefRantwort von Pflanzen (Zeevaart 1999).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dal3 Xanthophyllzyklen an der Regulation der
Energieumwandlung in den Photosystemen beteiligt sind, indem die deepoxidierten Xanthophyll-
spezies die Dissipation von Anregungsenergie verstarken. Auf welche Weise sie dies bewirken, bedarf
jedoch weiterer Untersuchungen, ebenso wie die Frage nach der Wichtigkeit dieses Regulations-

mechanismus im Zusammenspiel mit anderen photoprotektiven Mechanismen.
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4. Biogenese der Xanthophylle

Die meisten Schritte der Xanthophyllbiosynthese in den photosynthetisch aktiven Organen der Hohe-
ren Pflanzen sind inzwischen aufgeklart (fir eine aktuelle Ubersicht siehe Cunningham und Gantt
1998). Die Xanthophylle werden aus den Carotinen durch die enzymatische Einfihrung von Sauer-
stoffatomen  synthetisiert. In Hoheren Pflanzen und Grunalgen konnen zwei Aste der
Xanthophyllbiosynthese unterschieden werden. Die eine Gruppe von Xanthophyllen leitet sich vom
a-Carotin (b,e-Carotin) ab. Hierzu zéhlen neben dem ubiquitdr verbreiteten Lutein die in einer Reihe
von Grinalgen vaorkommenden Pigmente Loroxanthin (Goodwin 1980, Donohue und Fawley 1995,
Schagerl und Angeler 1998) sowie Siphonaxanthin und Siphonein (Goodwin 1980, Fawley et al.
1990). Die andere Xanthophyllgruppe wird aus b-Carotin gebildet und beinhaltet die Pigmente des
VAZ-Zyklus sowie Neoxanthin. Auch das wirtschaftlich interessante Astaxanthin, das von einigen
Grunalgen gebildet wird (Goodwin 1980), gehdrt in diese Gruppe.

Abb. 1.6 gibt einen Uberblick Uber die Biosynthese der wichtigsten in Hoheren Pflanzen und
Grunalgen vorkommenden Xanthophylle. Ausgangsverbindung fir die Synthese aller Carotinoide ist
das aktive Isopren, die C5-Verbindung | sopentenylpyrophosphat (IPP). Sie wird in den Plastiden tiber
den 1-Desoxy-D-Xylulose-5-phosphat-Weg aus Pyruvat und Glycerinal dehyd-3-phosphat synthetisiert
(Lichtenthaler 1999). Die Genese der Xanthophylle aus PP kann in vier Abschnitte gegliedert werden,
samtliche Reaktionen sind in den Plastiden lokalisiert. Zunachst wird durch mehrere Kondensierungs-
reaktionen aus acht Molekilen IPP die C,-Verbindung Phytoen als erstes Carotinoid gebildet. Dann
folgen vier Dehydrogenierungsschritte, die in Pflanzen durch die beiden in Serie arbeitenden Enzyme
Phytoen-Desaturase und z-Carotin-Desaturase katalysiert werden. Das resultierende Lycopin weist ein
p-Elektronensystem von 11 konjugierten Doppelbindungen auf, esist die letzte gemeinsame Vorstufe
aller weiteren Carotinoide (vgl. Abb. 1.6). Im dritten Abschnitt erfolgt die Bildung der Jononringe
durch Zyklisierung der beiden Molekilenden. Hierbei konkurrieren zwei verschiedene Enzyme um
das Substrat Lycopin. Die Lycopin-e-Cyclase zyklisiert Molekillenden zu e-Jononringen, die Lycopin-
b-Cyclase bildet entsprechend b-Jononringe. Allerdings kann die e-Cyclase nur an einem der beiden
Molekllenden einen Jononring synthetisieren, wahrend die b-Cyclase dazu in der Lage ist, beide
Enden zu zyklisieren (Cunningham et al. 1996). Zur Synthese von b-Carotin ist folglich nur die
b-Cyclase erforderlich, wahrend a-Carotin durch das Zusammenwirken von e- und b-Cyclase gebildet
wird. Abschliel?end erfolgen die Oxygenierungsreaktionen, die zur Bildung der verschiedenen
Xanthophylle fihren.

Von den meisten der an der Carotinoidbiosynthese in Hoheren Pflanzen beteiligten Enzyme liegen
inzwischen Gensequenzen vor (Bartley et a. 1994, Bartley und Skolnik 1995, Cunningham und Gantt
1998). Alle bisher untersuchten Enzyme sind kerncodiert, und die priméren Expressionsprodukte wei-
sen N-terminal Doménen auf, die wahrscheinlich a's Zielsteuerungssequenzen zum Import der Enzy-

mein die Plastiden dienen (Cunningham und Gantt 1998). Die an der Synthese von 9'-cis-Neoxanthin
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Abb.1.6  Biosynthesawege der Carotinoide in Hoheren Pflanzen und Grinalgen (nach
Cunningham und Gantt 1998). Uber die beiden hypothetischen Enzyme Neoxanthin-
Synthase und Neoxanthin-lsomerase ist bisher noch nichts bekannt. GGPP =
Geranylgeranylpyrophosphat, I1PP = |sopentenyl pyrophosphat.

aus Vx beteiligten Enzyme sind jedoch bisher nicht identifiziert, und fir die e-Hydroxylase ist auch
noch keine Gensequenz bekannt, obwohl inzwischen zwei Mutanten von A. thaliana isoliert werden
konnten, in denen die Hydroxylierung des e-Jononringes nicht mehr erfolgt (Pogson et a. 1996). Die

Biosynthese von Vx aus Zx wird durch die gleiche Epoxidase katalysiert, die auch am XanthophylI-
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zyklus beteiligt ist, wie die Mutanten von A. thaliana und C. reinhardtii mit defektem Epoxidase-Gen
belegen.

Die Xanthophyllbiosynthese in Chl a/c-haltigen Algen ist bisher noch wenig untersucht. Von
wenigen Ausnahmen (Cryptophyta) abgesehen finden sich hier praktisch nur von b-Carotin abgeleitete
Xanthophylle. Die aktuellen Vorstellungen zu ihrer Synthese beruhen vorwiegend auf Untersuchungen
auf Pigmentebene, bei denen Pulse-Chase-Experimente durchgefuhrt (Swift und Milborrow 1981,
Swift et al. 1982, Goericke und Welschmeyer 1992b) oder die Auswirkung von Hemmstoffen auf die
Xanthophyllakkumulation studiert wurden (Olaizola et al. 1994). An der Carotinoidbiosynthese betei-
ligte Enzyme oder deren Gensequenzen sind bisher nicht isoliert worden, auch wenn davon
auszugehen ist, dal3 die frihen Schritte der Carotinoidbiosynthese in Hoheren Pflanzen, Chlorophyta
und Chromophyta durch homologe Enzyme katalysiert werden. Doch liegen z.B. die Schritte, die zur
Bildung von Fucoxanthin fihren, noch weitgehend im Dunkeln, obwohl dieses Xanthophyll das
Haupt-Lichtsammelpigment der wichtigsten marinen Priméarproduzenten darstellt und vermutlich das
haufigste Carotinoid auf der Erdeist (Bonnett et al. 1969).

Im Falle der Braunalgen wurde — basierend auf dem in-vitro-Reaktionsverhalten von Epoxy-
Xanthophyllen — schon friih Violaxanthin als Ausgangsverbindung fir die Synthese von Fucoxanthin
vorgeschlagen (Bonnett et a. 1969), doch steht der experimentelle Nachweis hierfir noch aus.
Pigmentmarkierungsstudien deuten darauf hin, dai3 in Kieselalgen Diadinoxanthin einen Fucoxanthin-
Precursor darstellt (Goericke und Welschmeyer 1992b), und Olaizola et al. (1994) vermuteten
aufgrund der Beobachtung, dal? in der Diatomee Phaeodactylum tricornutum nach Hemmung der
Xanthophyllzyklus-Deepoxidase im Starklicht dennoch ein Anstieg an Dtx zu beobachten ist, dafl3 Dtx
die Biosynthesevorstufe von Ddx darstellt. Allein fir den Dinoflagellaten Amphidinium carterae liegt
ein etwas genaueres Bild der Reaktionssequenz vor, die dort zur Bildung von Ddx und des Lichtsam-
melxanthophylls Peridinin fuhrt. Pigmentmarkierungsversuche lieferten Uberzeugende experimentelle
Belege dafir, dal3 sowohl Peridinin as auch Ddx aus Zx Uber trans-Neoxanthin als Zwischenstufe
gebildet werden (Swift und Milborrow 1981, Swift et al. 1982), eine Beteiligung von Vx wurde aler-

dings auch hier noch nicht nachgewiesen (Milborrow 1982).
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5. Ubersicht tiber dievorliegende Arbeit

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen zur Akklimatisierung der Kieselalge
Phaeodactylum tricornutum an periodische Starklichtzyklen. In einem Teil der Experimente wurden
die Algen fur mehrere Tage unter natiirlichen Lichtbedingungen in verschiedenen Tiefenstufen eines
Sees exponiert und anschliefiend hinsichtlich ihrer Starklichttoleranz charakterisiert (Miller 1995,
Muller und Wilhelm 1997; Lohr, MUller und Wilhelm, unveréffentlicht). Ein anderer Teil der Unter-
suchungen verfolgte anhand von Algen, die unter definierten Bedingungen im Labor Kultiviert
wurden, die Fragestellung, welche Anpassungsmechanismen es den Algen erlauben, auch bel Gberop-
timalem Lichtangebot eine hohe Produktivitét aufrechtzuerhalten (Bida 1994, Domin 1995, Wilhelm
et al. 1995, 1996).

Da sich im Rahmen der Freillanduntersuchungen gezeigt hatte, dal besonders die oberflachennah
exponierten Algen einen relativ zum Gehalt an Chl a deutlich gréf3eren Xanthophyllzyklus-Pool auf-
wiesen, wurden auch an den Laborkulturen von P. tricornutum die Pigmentanderungen wahrend
periodischer Starklichtinkubationen gemessen. Dabei stellte sich heraus, dal3 P. tricornutum wahrend
einer mehrstiindigen Starklichtphase betréchtliche Mengen an zuvor fir Kieselalgen noch nicht
beschriebenen Carotinoiden akkumuliert und dal3 es sich dabel um die Pigmente des VAZ-Zyklus

handelt. Dieser Befund fihrte zu einer vollig neuen Ausrichtung der weiteren Arbeit.

Die folgenden Untersuchungen haben zunéchst zum Ziel, die Identitét dieser Pigmente eindeutig zu
belegen sowie die Ursache ihrer Akkumulation aufzukléren. Fir die erstgenannte Aufgabe werden
sowohl chromatographische a's auch absorptions- und massenspektroskopische Methoden eingesetzt
sowie einfache Derivatisierungsreaktionen durchgefuhrt. Die Faktoren, die fir die Akkumulation der
in P. tricornutum neu beobachteten Xanthophylle verantwortlich sind, werden durch Variation der
Starklichtbedingungen und Hemmstoffversuche herausgearbeitet. Diese Untersuchungen ermdglichen
auch Aussagen Uber die Biosynthesebeziehungen zwischen den Pigmenten des VAZ-Zyklus, des
DT-Zyklus sowie den Lichtsammelxanthophyllen in P. tricornutum, auf deren Grundlage sich ein

Biosyntheseschema der Xanthophyllein Kieselalgen postulieren |af3t.

Im zweiten Teil werden die Kinetiken der Xanthophyllzyklen sowie einer Reihe weiterer Pigment-
umwandlungen in P. tricornutum bestimmt. Die hierbei ermittelten Ratenkonstanten ermdglichen die
Evaluation der zuvor postulierten Xanthophyllbiosynthesewege. Hierzu wird ein kinetisches Modell
zur Berechnung der Pigmentbiosynthese- und -umwandlungsraten in homokontinuierlich angezogenen
P. tricornutum-Kulturen entwickelt. Durch den Vergleich der experimentell ermittelten Ratenkon-
stanten mit den Ergebnissen dieser Modelrechnung lassen sich die postulierten

BiosyntheseverknUpfungen auf relativ einfache Art Gberprifen. Fur digjenigen Umwandlungsschritte,
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bei denen grofRere Diskrepanzen zwischen den mit beiden Methoden ermittelten Ratenkonstanten

auftreten, 1803t sich der weitere Untersuchungsbedarf abschétzen.

Im dritten Teil schliefdlich werden die pigmentanalytischen Untersuchungen auf weitere Chl alc-
haltige Algen aus den Abteilungen Heterokontophyta, Haptophyta und Dinophyta ausgedehnt, um zu
prifen, ob in anderen Algen mit DT-Zyklus unter Starklicht ebenfalls die Pigmente des VAZ-Zyklus
akkumulieren. Auch fur diese Algen sowie eine Reihe weiterer Chromophyten mit VAZ-Zyklus wird
die Beziehung zwischen Xanthophyllzyklen und der Biosynthese der Lichtsammelxanthophylle unter-
sucht. Auf der Basis dieser Ergebnisse wird eine Hypothese vorgestellt, nach der die Xanthophyll-
zyklen in Chromophyten neben ihrer Funktion bei der Photoprotektion auch bei der Optimierung der
Lichtsammel pigment-Biosynthese unter wechselnden Lichtbedingungen eine Rolle spielen. In diesem
Rahmen wird auch kurz auf die Frage eingegangen, ob der in Algen mit DT-Zyklus zusétzlich
akkumulierbare VAZ-Zyklus ebenfalls eine photoprotektive Funktion hat und ob sich in diesem Fall
der Beitrag beider Pools zum NPQ quantifizieren 1a2t. Hierzu wurden zwar bereits erste Versuche an
P. tricornutum durchgefiihrt, doch bedirfen diese einer weiteren Vertiefung und wurden deshalb nicht
in die vorliegende Arbeit aufgenommen. Abschlie3end erfolgt eine kurze Diskussion der Evolution

der Xanthophyllzyklen sowie der Xanthophyllbiosynthese in Chl a/c-haltigen Algen.
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Il Material und Methoden

1. Allgemeines

Alle verwendeten Chemikalien hatten, sofern nicht gesondert angegeben, Analysen-Reinheitsgrad und
stammten von MERCK.

Der beim Arbeiten mit Pigmenten eingesetzte gasformige Stickstoff (LINDE, Mainz-Kostheim)
hatte den Reinheitsgrad 4.6 (99,996% rein; O, <5 vpm, H,O < 5 vpm, C.H,, < 0,5 vpm).

Die Sterilisation aler fur die Anzucht der Algen verwendeten Glasgeréte und Kulturmedien wurde
in einem Autoklaven (Tecnoclav 120, TECNOMARA, Italien) bei 125 °C fur 20 min durchgefiihrt.

Die Bestimmung der angegebenen Photonenfluf3dichten (PFD) erfolgte mittels des Quantenmel3-
gerdtes L1-189 mit planarem Sensorkopf LI1-190SA der Firma LI-COR (Nebraska, USA).

2. Algen und deren Anzucht
2.1 Untersuchte Algenstdmme

Tab. 2.1 Untersuchte Algenstdmme, deren systematische Einordnung, Stammbezeichnungen
und Anzuchtsmedien (Stammbezeichnung in Schldsser 1994).

Algenart Abteilung / Klasse (nach Stammbez.  Anzuchts
Hoek et al. 1995) der SAG medium

Cyclotella meneghiniana Heterokontophyta / Bacillariophyceae 1020-1a ASP/m+S
Phaeodactylum tricornutum Heterokontophyta/ Bacillariophyceae 1090-1a ASP/m
Ochromonas danica Heterokontophyta/ Chrysophyceae 933-7 Ochromonas
Olisthodiscus luteus 2 Heterokontophyta/ Raphidophyceae B 46.89 ASW
Mischococcus sphaerocephalus  Heterokontophyta / Xanthophyceae 847-1 ASP/m
Pleurochloris meiringensis Heterokontophyta/ Xanthophyceae 860-3 ASP/m
Nannochloropsis salina Heterokontophyta / Eustigmatophyceae 38.85 ASP/m
Paviova lutheri Haptophyta 926.1 ASW
Prymnesium parvum Haptophyta 127.79 ASW
Amphidinium carterae Dinophyta B 37.80 ASW
Prorocentrum cassubicum Dinophyta B 40.80 ASW
Euglena gracilis Euglenophyta 1224-5/25 Euglena

% Diese Art ist synonym mit Heterosigma carterae bzw. Heterosigma akashiwo (Throndsen 1996)
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Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Algenstdmme sind in Tab. 2.1 zusammengestellt. Samtli-
che Kulturen wurden zwei bis drei Monate vor Beginn der jeweiligen Versuche frisch von der
Sammlung fur Algenkulturen an der Universitdt Gottingen (SAG, Katalog bei Schitsser 1994)
bezogen. Die Zusammensetzung der verwendeten Nahrmedien sowie die Anleitungen zu ihrer

Herstellung finden sich im Anhang A.

2.2 Flussigkulturen

Alle in Tab. 2.1 aufgefihrten Algenarten wurden unter sterilen Bedingungen in mit Wattestopfen
verschlossenen 500 mL-Erlenmeyerkolben kultiviert. Die Anzucht erfolgte in einem Weifdichtfeld
(Leuchtstoffréhren-Typ L58W/25, OSRAM) mit einer PFD von 40 pmol-m2-s* (gemessen auf Hohe
der KulturgefaRe) im 16 h Tag-/8 h Nacht-Rhythmus bei 20 °C. Die unbegeil3eten Algenarten
(C. meneghiniana, P. tricornutum, M. sphaerocephalus, P. meiringensis und N. salina) wurden auf
einem Schiittler (Typ SM 25 A digi, BUHLER, Bodelshausen) bei 120 U-min™ kultiviert, die anderen
Arten als Standkulturen angezogen. Alle Kulturen wurden im Rhythmus von zwei Wochen Uberimpft,
wobei ein Transfer von jeweils 2-5 mL Algensuspension in 200 mL frisches Nahrmedium erfolgte. Im
Rahmen der Uberimpfung fanden regelméiig mikroskopische Kontrollen der Algen auf Kontamina-
tion mit Fremdorganismen statt. FUr eine Kontamination der Kulturen mit Fremdalgen konnten dabei
zu keiner Zeit Anhaltspunkte gefunden werden. Lediglich in ber mehrere Wochen gealterten Kultu-
ren wurde teilweise die Entwicklung groRRerer Mengen an Bakterien beobachtet; dies betraf in erster
Linie die Algenarten aus Tab. 2.1, deren Stammbezeichnung ein B (fur "bakterienhaltig") vorange-
stellt ist. Die entsprechenden Stammkulturen der SAG sind nicht axenisch, sondern nur uniagal
(SchlGsser 1994).

2.3 Homokontinuierliche Turbidostatkultur von Phaeodactylum tricornu-
tum

Die homokontinuierliche Kultivierung von Algen bietet die Mdglichkeit, zu jedem gewiinschten Zeit-
punkt homogenes, physiologisch hochaktives Algenmaterial mit gut reproduzierbaren Eigenschaften
zur Verfigung zu haben. Daneben lassen sich die Wachstumsparameter der Kulturen leicht erfassen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Turbidostatverfahren verwendet. Prinzip dieses Verfahrensist es,
die optische Dichte der Algensuspension durch kontrollierte Verdiinnung mit frischem Nahrmedium
konstant zu halten. Somit sind die Algen, sobald sie nach einer Anlaufphase das logarithmische
Wachstum erreicht haben, wahrend der gesamten Kultivierungsdauer gleichbleibenden Néhrstoffkon-
zentrationen und Beleuchtungsintensitéten ausgesetzt. Nachteile des Kulturverfahrens sind ein hoher
Bedarf an Nahrmedium sowie je nach der zur Verfligung stehenden Apparatur ein grof3er Wartungs-

aufwand. Deshalb wurde nur die Diatomee P. tricornutum im homokontinuierlichen Verfahren ange-
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zogen. Sie diente als Modellorganismus fir die detaillierte Charakterisierung der in dieser Arbeit

vorgestellten Phdnomene.
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Abb. 2.1; Schema der fiur die homokontinuierliche Kultur von P. tricornutum verwendeten
Apparatur (nach Wilhelm 1983, modifiziert).

Der Aufbau des verwendeten Anzuchtsthermostaten (KNIESE, Marburg) ist schematisch in Abb. 2.1
dargestellt. Die Kulturréhren mit einem Durchmesser von 3,5 cm befanden sich in eéinem auf 20 °C
temperierten Wasserbecken. Ein Weilllichtfeld (Leuchtstoffrohren-Typ 36W/25-1, OSRAM) lieferte
Dauerlicht mit einer mittleren PFD von 40 pmol-m™.s* (gemessen in der Mitte der leeren Kulturge-

fale). Die Schwankung der PFD (ber die gesamte Rohrenlange von 40 cm betrug + 5%.
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Um eine stetige Durchmischung und ausreichende CO.-Versorgung der Algen zu erreichen, wurde
jedes KulturgefaR mit Druckluft bei einem GasfluRR von etwa 1 L-min™ durchsprudelt. Die {iber einen
hauseigenen Kompressor bereitgestellte Druckluft wurde hierfir zundchst mittels Aktivkohle gerei-
nigt und anschliefiend Uber einen Perlator as feiner Blasenschleier durch entionisiertes Wasser
(Millipore Q) geleitet. Die auf diese Weise wassergeséttigte Luft konnte nun auch mit hoher Flul3rate
durch die Kulturréhren strdmen, ohne dal3 Verdunstungsverluste in den Gefél3en auftraten. Direkt vor
dem Lufteinlal3 in die Kulturréhren befand sich ein Membranfilter (Typ ME24, Cellulose-Mischester,
25 mm Durchmesser, 0,2 um Porenweite; Filterhalter FP 025/1; beide von SCHLEICHER &
SCHUELL, Dassdl), um eine Kontamination der Kulturen mit Bakterien Uber den Luftstrom zu
vermeiden.

Hinter den Geféllen plazierte Photozellen registrierten die optische Dichte der Algensuspensionen.
Die Funktionsweise der Verdinnungseinheit ist bei Wilhelm (1983) ndher beschrieben. Der einge-
stellte Sollwert entsprach der optischen Dichte einer Algensuspension mit einer Chl a-Konzentration
von 1,8 mg-L™. Bei dieser Pigmentkonzentration ist der infolge von Selbstbeschattung der Algen
hervorgerufene Lichtgradient in den Kulturgefalien sehr gering. Das Wachstum der Algen wurde
anhand des Uberlaufvolumens ermittelt, das aus der Verdiinnung der Algensuspension resultierte.
Dieses Volumen wurde mit Hilfe von Mef3zylindern bestimmt, die an die Kulturgefalze (Abb. 2.1,
Ausgang A) angeschlossen waren (Bida 1994).

Die Entnahme von Proben aus den Kulturgeféen erfolgte Uber ein etwa 15 cm in die Suspension
hinein ragendes Glasréhrchen. Die duRRere Offnung dieses Rohrchens (Abb. 2.1, Ausgang B) miindete
Uber einen kurzen Silikonschlauch in einen 3-Wege-Adapter. An diesen waren, ebenfalls mittels
Silikonschlauchen, auf der einen Seite ein Membranfilter (Typ ME24, Filterhalter FP 025/1; s.0.) und
auf der anderen Seite ein kurzes Glasrohrchen angeschlossen. Wahrend des normalen Kulturbetriebes
waren alle drei Wege des Adapters durch an den Silikonschlduchen angebrachte Klemmen verschlos-
sen. Zur Entnahme von Suspension wurde zunéchst das auf Klemme 2 folgende Glasrohrchen mit
Ethanol benetzt und abgeflammt. Das Offnen der Klemmen 1 und 2 bei gleichzeitigem Verschiuf des
Uberlaufweges (Ausgang A) fiihrte dann zum Austritt der Suspension Uber Ausgang B. Zum Stopp
der Entnahme wurde zundchst Klemme 1 verschlossen und dann Ausgang A getffnet, um die Konta-
mination der Kulturgefal3e durch Uber Ausgang B einstromende ungefilterte Luft zu vermeiden.
Anschlief3end wurde Klemme 3 gedffnet und die im Bereich von Klemme 2 verbliebene Suspension
mittels einer an den Membranfilter anschlief3baren, luftgefillten Spritze Uber das Probennahme-
rohrchen herausgedriickt. Auf die gleiche Art lief3 sich die in dem ins Kulturgef&3 hinein ragenden
Glasréhrchen verbliebene Algensuspension in das Gefal3 zuriick driicken, indem zuvor Klemme 2
geschlossen und Klemme 1 nochmals gedffnet wurde. Auf diese Weise konnten bei zuvor maximal
geflllten KulturgefélZen bis zu 140 mL Algensuspension entnommen werden, ohne die Kultur zu

kontaminieren.
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3. Starklichtexperimente

In Abhangigkeit vom jewells eingesetzten Probenvolumen kamen zwei unterschiedliche Starklicht-

systeme zum Einsatz.

3.1 Starklichtexperimente mit groferen Probenvolumina im Anzuchts
thermostaten

Die Starklichtexposition grof3erer Probenvolumina erfolgte in Kulturgeféi3en, wie sie auch fir die
Turbidostatanzucht verwendet wurden. Um wéahrend der Belichtung Temperaturkonstanz zu gewahr-
leisten, wurden die Gefél3e in den Anzuchtsthermostaten gestellt und mit Druckluft durchsprudelt, wie
in Kap. 2.3 beschrieben. Zwei im Abstand von 30 cm vor den Thermostaten plazierte, Ubereinander
angebrachte Quarz-Halogenlampen (500 W, PLUSline T3 Q/CL/P; PHILIPS) sorgten fir eine Uber
die gesamte Gefal3lange homogene Belichtung. Die PFD — gemessen in den leeren Kulturgefalzen —
konnte in Abhéngigkeit von der Position der Lampen zwischen 500 und 1000 pmol-m?.s* variiert
werden. Da die Halogenlampen eine hohe Abwérme produzieren, war wahrend des Lampenbetriebs
der Einsatz eines Ventilators zur Kihlung der bestrahlten Thermostatoberflache erforderlich. Die
Temperatur des Wasserbades konnte Uber ein elektrisches Thermometer auf einem Schreiber aufge-

zeichnet werden und lag wahrend der gesamten Belichtungsdauer bei 20 + 0,5 °C.

3.2 Starklichtexperimente mit kleineren Probenvolumina in Zentrifu-
genglasern

Einige Starklichtexperimente wurden mit kleineren Probenvolumina durchgefiihrt. Als Starklicht-
quelle diente hierbel ein Diaprojektor (150 W-Halogenlampe, Typ 7158 FCS A1/216; PHILIPS), der
mit einem Infrarotfilter (KG1, 2 mm; SCHOTT, Mainz) bestiickt war. Die Lichtintensitét wurde Uber
den Abstand zwischen Projektor und Algenprobe variiert. Fir Schwachlichtbedingungen mit einer
PFD von 40 pmol-m™s* wurde bei Bedarf eine Montage-Stableuchte (8 W, 2D/M F33 Reinweiss;
TUNGSRAM) verwendet. Die Proben mit einem Volumen von 15 mL wurden in Zentrifugenglasern
mit 20 mL Fassungsvermdégen inkubiert und mit Stopfen aus Latex verschlossen. Die Stopfen waren
mit zwei Offnungen versehen: Durch die eine fiihrte eine Pasteurpipette bis an den Boden der Gléaser,
die zweite war von einem kurzen Glasrohrchen durchzogen und diente als Luftauslal. Uber die
Pasteurpipette wurde gereinigte, wassergeséttigte Druckluft (siehe Kap. 2.3) mit einer Rate von zwel
bis finf Blasen pro Sekunde durch die Algensuspension geleitet. Alle Versuche wurden in einem auf
20 °C temperierten Raum durchgefihrt; die Temperatur in den Algensuspensionen stieg wahrend der
Starklichtexposition nicht tiber 21 °C. Die Wagung der Proben vor und nach der maximal sechsstiin-

digen Inkubationszeit ergab, dald der Verdunstungsverlust unter 1% lag.
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4. Verwendete Hemmstoffe

In einigen Versuchen wurden Hemmstoffe eingesetzt, um gezielt einzelne der an der Umwandlung

von Carotinoiden beteiligten Enzyme zu inhibieren.

4.1 Dithiothreitol

Das wasserldsliche Dithiothreitol (DTT) bewirkt eine quantitative Reduktion von Disulfidbriicken in
Proteinen (Cleland 1964). Zugabe von DTT zu isolierten Chloroplasten (Yamamoto und Kamite
1972) oder intakten Algenzellen (Olaizola et al. 1994) hemmt die Aktivitét der Xanthophyllzyklus-
Deepoxidase.

Als Stammlésung diente eine wassrige 500 mM Lésung. In den Versuchen wurden DTT-Endkon-
zentrationen von 500 uM bzw. 5 mM verwendet, die aus der Zugabe von 0,1 bzw. 1Vol% dieser

Stammldsung zur jeweiligen Algensuspension resultierten.

4.2 Norflurazon

Norflurazon (4-Chloro-5-(methylamino)-2-(a,a,a-trifluoro-m-tolyl)-3-(2H)-pyridazinon; M, = 303,7)
inhibiert spezifisch Uber nicht-kompetitive Hemmung das Enzym Phytoen-Desaturase (Sandmann et
a. 1989), welches die schrittweise Oxidation von Phytoen Uber Phytofluen zu Lycopen katalysiert
(Cunningham und Gantt 1998).

Zugabe von 0,2 Vol% einer 2,5 mM methanalischen Stammlésung zur Algensuspension ergab eine
Norflurazon-Endkonzentration von 5 uM. Bei dieser Konzentration zeigte wahrend des Mef3zeitrau-
mes von 6 bis 12 h keine der eingesetzten Algenarten mehr eine Zunahme des Carotinoidgehaltes.
Wurde eine Algensuspension mit 0,2 Vol% reinem Methanol versetzt, so ergaben sich beim Vergleich

mit einer Kontrollkultur ohne Zusétze keine Auswirkungen auf die Pigmentsynthese.

5. Bestimmung der Wachstumsparameter der Turbidostatkultu-
ren

5.1 Wachstumsraten

Die Wachstumsraten p [d™] der Turbidostatkulturen wurden aus dem téglichen Uberlaufvolumen
berechnet. Fir kontinuierliche Kulturen im exponentiellen Wachstum 183t sich die Wachstumsrate
einer mit dem Volumen V an Algensuspension gefullten Rohre aus dem Uberlaufvolumen DV pro

Zeitraum Dt wie folgt berechnen (siehe z.B. Phillips und Myers 1953):

u[d?] =DV/Dt - UV (2.1)
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5.2 Zéellzahl

Die Bestimmung der Zellzahlen erfolgte mittels einer Neubauer-Zahlkammer (Blaubrand, BRAND).
Hierzu wurden in der Regel bei jeder Bestimmung samtliche Zellen ausgezéhlt, die sich in den 16
Kleingruppenquadraten befanden. Fir jede Probe wurden zwischen sechs und acht Bestimmungen
durchgefiihrt und dann gemittelt.

Zellzahlen wurden nur von Kulturen der Diatomee P. tricornutum bestimmt. Unter den gewahlten
Kulturbedingungen lagen praktisch ausnahmslos Zellen des ovalen Morphotyps vor (Lewin et al.
1958). Diese haben die Eigenschaft, nach der Zdllteilung oft noch paarweise zusammenzulagern. Vor
der Zahlung wurden die Zellen daher mittels einer 5s dauernden Ultraschallbehandlung (Geréat
LABSONIC L mit Nadelsonde 40TL bei 100 W, 20 kHz; BRAUN, Melsungen) vereinzelt.

5.3 in-vivo-Absorption

Von P. tricornutum wurden auch in-vivo-Absorptionsspektren aufgenommen. Die Messungen erfolg-
ten an einem Spektralphotometer mit End-On-Multiplier (Modell MPS-2000; SHIMADZU), der die
Aufzeichnung der Absorptionsspektren von lichtstreuenden Proben ermoglicht. Die Spektren wurden
im Wellenléngenbereich von 400 bis 750 nm bei einer Spaltbreite von 2 nm und einer Schrittweite
von 2,5nm aufgenommen. Wie schon bel der Zellzahlbestimmung wurden die Zellen vor den

Messungen durch eine flinfsekiindige Ultraschallbehandlung vereinzelt.

5.4 Chlorophyllgehalt

Die routinemafdige Chlorophyllbestimmung in den kontinuierlichen Kulturen von P. tricornutum
erfolgte an Gesamtpigmentextrakten in 90%igem Aceton mittels Spektralphotometer (Modell U 2000,
Zweistrahlphotometer, Spaltbreite 2 nm; HITACHI) nach einer empirischen Forme von Jeffrey und
Humphrey (1975):

Leerwert E+5:=0
Chl a[mg-L™] = 11,47 - Eees — 0,40 - Eego (2.2)
Chl c[mg-L™] = 24,36 - Egzo— 3,73 - Eeeu (2.3)

Fir die Pigmentextraktion wurden zunachst mittels einer Pipette 5 mL Algensuspension enthommen
und unter Verwendung einer Wasserstrahlpumpe auf einen Glasfaserfilter abgesaugt (Typ GF6,
2,5cm Durchmesser, Tiefenfilter mit praktisch quantitativer Retention von Partikeln ab 0,5 um
Durchmesser; SCHLEICHER & SCHUELL, Dassdl). Der Filter wurde sofort in eine zu ¥ mit einem
Glasperlengemisch (Durchmesser von 1,0-1,05 mm und 0,25-0,3 mm im Gewichtsverhdltnis 1:1)
geflllte 50 mL-Duranflasche Uberfihrt und mit 5 mL 90%igem Aceton versetzt. Um Phaeophytin-
bildung beim Zelaufschlulz zu vermeiden, erfolgte aufderdem die Zugabe einer Spatelspitze
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Magnesiumhydroxidcarbonat-Pentahydrat. In einem Zellhomogenisator (Typ MSK; BRAUN,
Melsungen) wurden die Algen dann unter Trockeneiskiihlung innerhalb von 30 s aufgebrochen.
Anschlief3end wurden 2 mL des resultierenden Pigmentextraktes mittels einer Pasteurpipette entnom-
men, fir 2 min bei 15600xg und 20 °C zentrifugiert (Biofuge 13 R mit Rotor # 3754; HERAEUS
SEPATECH, Hanau), der klare Uberstand in eine Halbmikrokivette gefiillt und spektralphoto-
metrisch gegen 90%iges Aceton as Referenz analysiert. Der unter Verwendung der Formeln (2.2)
und (2.3) berechnete Chl-Gehalt des Extraktes entsprach direkt dem Chl-Gehalt der Algensuspension,

dadie abgesaugte Probe und der resultierende Acetonextrakt das gleiche Volumen aufwiesen.

6. Pigmentanalysen

6.1 Probennahme und Probenlagerung

Alle Algenproben wurden mittels 5 mL- oder 10 mL-Pipetten entnommen, direkt auf Glasfaserfilter
(GF6, Durchmesser 30 mm; SCHLEICHER & SCHUELL, Dassel) abgesaugt und in Kryordhrchen
Uberfihrt, welche sofort in flissigem Stickstoff bei —196 °C zwischengelagert wurden. Die Zeit
zwischen Entnahme und Einfrieren der Proben betrug in der Regel nicht mehr als 30 s. Als Saugvor-
richtung diente entweder eine Wasserstrahl- oder eine strombetriebene Ol-Pumpe. Die weitere L age-
rung der Praben bis zur anschlief3enden Gefriertrocknung erfolgte bei —80 °C und betrug maximal

zwei Wochen. Nach der Gefriertrocknung wurden die Proben bei —20 °C aufbewahrt.
6.2 HPLC-Analysen von Gesamtpigmentextrakten

6.2.1 Extraktion der Pigmente

Die Pigmentextraktion der gefriergetrockneten Filter erfolgte im Prinzip nach dem bereitsin Kap. 5.3
beschriebenen Verfahren. Jeder Filter wurde nach grober Vorzerkleinerung in 3 bis 5 Teile in eine
Duranflasche Uberfiihrt, die mit einem halben Teel6ffdl desin Kap. 5.3 aufgefiihrten Glasperlengemi-
sches und 1,5 mL Extraktionsmittel (Methanol/H,O/Ethylacetat im Verhdltnis 90:10:11, gepuffert mit
0,18 M Ammoniumacetat; Lohmann 1996) versetzt wurde. Nach Extraktion fir 30 s im Zellhomoge-
nisator unter Trockeneiskiihlung wurde mittels einer Pasteurpipette etwa 1 mL Extrakt enthommen
und zentrifugiert (2 min, 15600xg, 20 °C). Der klare Uberstand konnte nun zur HPLC-Analyse

verwendet werden.

6.2.2 HPLC-Trennsystem

Die HPLC-Analysen wurden auf einer Anlage der Firma WATERS (WATERS Chromatographie
Service; MILLIPORE, Eschborn) durchgefiihrt, die sich aus den folgenden Komponenten zusammen-
setzte: Einer Pumpeneinheit mit Niederdruck-Mischkammer (WATERS 600-MS, System Controller
und Solvent Delivery System), einem Autosampler (WATERS 717) und einem Photodiodenarray-
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(PDA-)Detektor (WATERS 996 mit Deuteriumlampe und 512 Dioden). Die Steuerung der Kompo-
nenten sowie die Aufzeichnung und Prozessierung der Daten erfolgte Uber einen PC (NEC Power-
Mate 486/66i) unter Verwendung der Software Millennium 2.0 (WATERS).

Die Ersteinrichtung der Anlage sowie die Wahl der Trennparameter wurden durch Frau Dr.
C. Lohmann und Frau Dr. P. Volkmar im Rahmen ihrer Promotionsarbeiten vorgenommen (Lohmann
1996, Volkmar 1999) und konnten somit Ubernommen werden. Die Pigmenttrennung erfolgte auf
reversed phase-Saulen des Typs ET 250/4 Nucleosil 300-5 Ci3 von MACHEREY-NAGEL (Duren),
die mittels eines Wasserbades (K20/Thermostat DC3; HAAKE, Karlsruhe) auf 20 °C temperiert wur-
den. Zur Elution der Pigmente wurde ein von Kraay et a. (1992) entwickelter, terndrer Gradient
verwendet (Tab. 2.2).

Tab. 2.2 Zur Pigmenttrennung eingesetzter HPLC-Gradient (Kraay et al. 1992). Als Eluent A
diente ein Gemisch von 85% MeOH / 15% H,O / 0,5 M Ammoniumacetat, als Eluent B
ein Gemisch aus 90% Acetonitril / 10% H,O und als Eluent C Ethylacetat (100%). Die
FluRrate betrug konstant 0,8 mL-min™.

Zeit [min] Eluent A Eluent B Eluent C Mischung
60 40 0
0 100 0 linear
0 80 20 linear
17 0 50 50 linear
21 0 30 70 linear
28,5 0 30 70 linear
29,5 0 100 0 linear
30,5 60 40 0 linear

Die Aufzeichnung der Online-Spektren durch den PDA-Detektor erfolgte mit einer Rate von 0,25
Spektren pro Sekunde im Wellenldngenbereich von 350 bis 700 nm bei einer Auflésung von 1,2 nm.
Bei der Analyse von Algenproben, die mit Norflurazon behandelt waren, wurden die Spektren
zwischen 270 und 700 nm aufgezeichnet, um auch die nur im UV-Bereich absorbierenden Vorstufen
Phytoen und Phytofluen detektieren zu kdénnen (Sandmann und Albrecht 1990, Barry und Pallett
1990).

6.2.3 Pigmentidentifizierung

Die ldentifizierung der meisten Pigmente erfolgte auf Basis der bereits von Lohmann (1996) getroffe-
nen Zuordnung mit Hilfe der Retentionszeiten und Online-Spektren. Die insgesamt identifizierten
Pigmente sind, nach Zunahme der Retentionszeiten geordnet, in Tab. 2.3 aufgelistet. Eine sichere
Identifizierung ist fir die meisten Pigmente dadurch méglich, dal3 bel Lohmann (1996) wie auch in

dieser Arbeit eine Reihe von pigmentanalytisch bereits intensiv untersuchten Organismen verwendet
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Tab. 2.3 Chromatographische und spektrale Charakteristika der im HPLC-Gradienten identi-
fizierten Pigmente. Fir die Referenzorganismen sind als Referenziteratur Arbeiten
angegeben, in denen die entsprechenden Pigmente eindeutig identifiziert wurden. Fir
die Ubrigen Pigmente sind Arbeiten ztiert, die Daten ihrer Absorptionscharakteristika
enthalten. Fir die Berechnung der Il11/II-Werte der Carotinoide siehe Kap. 6.3.5.
Ref.Lit. = Referenzliteratur, tg = Retentionszeit.

Pigment tr [Min] tg [min] | Absorptions /- Referenz- Ref .-
Saulel Saule2 | maxima[nm] Wert or ganismus Lit.

Chlorophyll c3 57 52 |45 587 - P. parvum 1
Chlorophyll ¢; 6,4 6,0 |442 580 631 P. tricornutum 2,3, 4
Chlorophyll c, 6,5 6,1 |447 582 631 A. carterae 2,3,4
Peridinin 8,2 8.3 - 475 - - | A carterae 4,5,6
Heteroxanthin 10,2 9,6 449 479 0,74 | M. sphaerocephalus 7
Fucoxanthin 10,0 99 - 449 - - | P. tricornutum 8
Neoxanthin 10,6 10,0 | 418 444 473 0,93 | M. sphaerocephalus 7
9'-cis-Neoxanthin 11,0 10,4 | 415 439 467 0,93 | S oleracea 9
cis-Fucoxanthin 11,7 11,5 442 10
Violaxanthin 12,9 12,0 | 418 443 472 0,98 |S oleracea 11,12
Dinoxanthin 13,2 12,6 | 418 443 472 0,94 | A carterae 4,56
Diadinoxanthin 14,5 134 - 449 479 0,73 | P. tricornutum 8
Antheraxanthin 15,4 14,2 - 449 476 0,64 |S oleracea 11
Vaucheriaxan.-Ester 1 15,6 148 | 422 446 474 0,80 | M. sphaerocephalus
Diatoxanthin 16,6 15,3 - 455 484 0,43 | P. tricornutum
Vaucheriaxan.-Ester 2 171 15,6 | 422 446 474 0,80 | M. sphaerocephalus
Lutein 17,1 15,7 | 427 449 476 0,65 |S oleracea 11,12
Zeaxanthin 17,5 16,1 - 455 483 0,31 |S oleracea 11,12
Vaucheriaxan.-Ester 3 16,4 | 422 446 474 0,80 | M. sphaerocephalus 7
Chlorophyll b 194 185 | 458 646 S oleracea 13
b-Cryptoxan.-Epoxid 19,5 19,0 - 449 476 0,58 | C. papaya 14
Chlorophyll a 20,7 20,2 | 430 663 P. tricornutum 4
b-Cryptoxanthin 211 20,5 - 455 481 0,27 | C. papaya 14
b-Carotin-Epoxid 22,2 21,9 - 449 476 0,60 |P. parvum 15
a-Carotin 24,8 24,3 - 450 478 0,63 |P. parvum 15
b-Carotin 25,0 24,6 - 456 483 0,27 | S oleracea 11,12
Phaeophytin a 25,6 252 |411 665 13
15-cis-Phytoen 25,8 - 287 - - 16, 17

1) Fawley 1989, 2) Jeffrey 1969, 3) Jeffrey 1972, 4) Jeffrey und Wright 1997, 5) Johansen et a. 1974, 6) Swift et
al. 1982, 7) Whittle und Casselton 1975b, 8) Pennington et al. 1988, 9) Takaichi und Mimuro 1998, 10) Haugan
und Liaaen-Jensen 1992, 11) Hager und Meyer-Bertenrath 1967, 12) Partali et al. 1985, 13) Lichtenthaler 1987,
14) Khachik et a. 1991, 15) Berger et a. 1977, 16) Davis et a. 1966, 17) Khan et a. 1975.
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wurden, die somit als Referenzen dienen konnten. Die Pigmente dieser Organismen besitzen fast
ausnahmslos ausreichend charakteristische Spektren, um aus den PDA-Daten eine eindeutige Zuord-
nung treffen zu konnen.

Tab. 2.3 enthdlt zum einen die Retentionszeiten der Pigmente auf den beiden im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Saulen gleichen Typs, die sich aber im Alterungsgrad unterschieden. Weiterhin
sind die wichtigsten Kenndaten der Online-Spektren aufgefihrt, die durch Mittelung von jeweils
mindestens drei Spektren erhalten wurden. Allgemein kann festgehalten werden, dai? die Spektren
eines Pigmentes aus unterschiedlichen Laufen bei entsprechender Reinheit des Pigmentpeaks im
Rahmen der Fehlertoleranz nicht unterscheidbar waren. Zur Identifizierung von gering konzentrierten
Pigmenten wurden deren Online-Spektren unter Verwendung eines in der Auswertungssoftware
integrierten Algorithmus von Savitzky und Golay (1964) gegléttet. Dieser Algorithmus erméglicht
eine weitgehende Eliminierung des Signalrauschens, ohne die Form des Spektrums zu verandern.
Voraussetzung hierfur ist eine ausreichende spektrale Auflosung der Daten. Bel der gewdhiten PDA-
Auflésung von 1,2 nm wurde zur Auswertung eine 15-Punkt-Glattung verwendet. Aul3erdem ist in
Tab. 2.3 zu jedem Pigment der jeweilige Referenzorganismus mit entsprechenden Literaturzitaten
angegeben.

Die Identitét der in den untersuchten Algen in grofRReren Mengen vorkommenden Carotinoide
wurde ergénzend durch zwei einfach durchfuhrbare Derivatisierungsreaktionen mit jeweils nachfol-
gender HPLC-Anayse Uberprift. Der erste Schritt, die Verseifung des Pigmentextraktes, fuhrt zur
Derivatisierung mehrerer akalilabiler Xanthophylle. Er ermoglicht aufferdem die Abtrennung der
Chlorophylle, aus denen andernfalls beim zweiten Schritt, der Ansduerung, eine Reihe von Derivaten
entstehen, welche die Analyse der Carotinoide erheblich storen wirden. Die Ansduerung hat die
Furanoidumlagerung von 5,6-Epoxidgruppen zur Folge (Eugster 1995). Die resultierenden
5,8-Epoxide weisen nun einen um eine Doppelbindung verkirzten Chromophor auf (Abb. 2.2), was
eine hipsochrome Verschiebung aler Absorptionsmaxima um etwa 20 nm zur Konsequenz hat. Im

Falle des Vx mit zwei Epoxidgruppen betrégt die Verschiebung entsprechend 40 nm.

"ot O

HO

Abb. 2.2 Saurekatalysierte Umlagerung eines 5,6-Epoxides zum 5,8-Furanoid unter Verlust
einer konjugierten Doppelbindung. Fir weitere Details siehe z.B. Eugster (1995).
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Die Benennung der meisten Furanoide erfolgt in Anlehnung an den Namen des ursprtinglichen Epoxi-
des, indem die Endung ,,-xanthin“ durch ,,-chrom" ersetzt wird. So heil3t z.B. das aus Ax entstehende
Furanoid Antherachrom. Das aus Vx hach Umlagerung von nur einer Epoxidgruppe gebildete Mono-
furanoid wird abweichend Luteoxanthin genannt, fir das Difuranoid hat sich die Bezeichnung
Auroxanthin eingebiirgert.

Die Verseifung wurde im wesentlichen nach Parry und Horgan (1992) durchgefihrt. Hierfir wurde
die nach HPLC-Injektion durch den Autosampler verbliebene Probenmenge von ca. 600 UL in ein
20 mL-Schraubdeckelglas tUberfuhrt, mit 5 mL einer methanolischen 10%igen KOH-Ldsung versetzt,
dann mit N,-Gas Uberschichtet und fir 5 min bel 50 °C im Dunkeln inkubiert. Anschliefend wurden
die verseiften Pigmente nach Zugabe von 3 mL Diethylether und 8 mL H,Ogg in die Etherphase
ausgeschttelt und diese dreimal mit H,Ogeq. Und noch zweimal mit 5 M NaCl-L 6sung gewaschen, um
ihr das Restwasser zu entziehen. Danach wurde 1/3 der Etherphase zwecks HPLC-Messung in ein
1 mL-Eppendorfgefal? tberfuhrt, wahrend die verbliebenen 2/3 fir die nachfolgende Ansduerung in
ein weiteres 20 mL-Schraubdeckelglas pipettiert wurden. Zur HPLC-Analyse des verseiften Extraktes
wurde die im Eppendorfgefald befindliche Pigmentlésung im N»-Strom bis zur Trockne eingedampft,
zungchst in 20 pL Ethylacetat wieder aufgenommen und schliefdlich mit 180 pL Extraktionsgemisch
und dann mit 40 L H,Ogey. Versetzt. Von diesem Gemisch wurden 100 uL in die HPLC-Anlage
injiziert.

Vor der Ansduerung des im Schraubdeckelglas verbliebenen Extraktes wurde auch dieser im
No-Strom bis zur Trockne eingedampft, um die Pigmente anschlief?end in 850 pL Ethanol aufzu-
nehmen. Dann erfolgte die Zugabe von 150 L HCI/Ethanol (1:50, v/v), und das Gemisch wurde nach
Uberschichtung mit No-Gas furr 10 min bei 25 °C im Dunkeln inkubiert. Wie schon zuvor beschrieben,
wurden die Pigmente anschlief3end in Diethylether ausgeschuittelt, getrocknet, wieder aufgenommen
und mittels HPLC analysiert.

Im folgenden soll die Pigmentidentifizierung am Beispiel der Xanthophycee Mischococcus
sphaerocephalusillustriert werden. Abb. 2.3A zeigt das Chromatogramm eines Pigment-Rohextraktes
aus M. sphaerocephalus. Der Verseifungsschritt hat die Abtrennung der Chlorophylle zur Folge, da
diese nach Hydrolyse der Esterbindungen an C17° (Phytolrest) und C13* (Methylgruppe am Cyclo-
pentanonring) zwei freie Carboxygruppen besitzen und daher beim Ausschiitteln der Pigmente in der
waéssrigen Phase verbleiben. Entsprechend sind nach der Verseifung keine Chlorophylle mehr nach-
weisbar (Abb. 2.3B). Ebenso werden die Esterbindungen in Dinoxanthin (Acetylgruppe an C3) sowie
den Vaucheriaxantin-Estern (C3/C3' und C19") gespalten. Dies fuhrt zur Umwandlung von Dinoxan-
thin in Neoxantin, was in einer Erhthung des Neoxanthinpeaks in Relation zu den anderen Pigment-
peaks resultiert, wahrend Dinoxanthin nicht mehr detektierbar ist (Abb. 2.3B). AulRerdem kommt es

zur Bildung von freiem Vaucheriaxanthin aus den zuvor vorhandenen drei Vaucheriaxanthin-Estern.
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Abb 2.3 HPLC-Analyse von Mischococcus sphaerocephalus (Xanthophyceae). (A) Pigmentroh-
extrakt von Zellen nach 6 h Sarklicht (700 pmol-m?s™) gefolgt von 10 min Schwachlicht
(40 pmol-m2-s%); (B) Pigmentextrakt aus (A) nach Verseifung mit KOH; (C) Pigmentextrakt
aus (B) nach Ansduern mit HCI. Ac = Antherachrom, Aux = Auroxanthin, Ddc = Diadino-
chrom, Dx = Dinoxanthin, Hx = Heteroxanthin, Nc = Neochrom, Nx = trans-Neoxanthin, V
= Vaucheriaxanthin, Vc = Vaucheriachrom, VE = Vaucheriaxanthin-Ester. Alkali- und
saureresistente Pigmente fett und unterstrichen, alkalilabile Pigmente kursiv, saurelabile
Pigmente normal beschriftet. Fir weitere Erlauterungen siehe Text.
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Normierte Extinktion

360 400 440 480 520 560
Wellenlange [nm]

------ Auroxanthin — —— Antherachrom —— Zeaxanthin

Abb. 2.4  Absorptionsspektren der Xanthophyllzykluspigmente Vx, Ax und Zx nach Einwirkung
von HCI. Aus VX ist das Difuranoid Auroxanthin entstanden, Ax wurde zu Antherachrom
umgewandelt, Zx ist saurestabil.

Durch das nachfolgende Ansduern werden die Epoxidgruppen in Neoxantin, Vx, Ddx und
Antheraxantin umgelagert. Abb. 2.4 zeigt beispielhaft die Absorptionsspektren der Xanthophyll-
zykluspigmente Zx, Ax und Vx nach Sdureeinwirkung. Das Spektrum des saurestabilen Zx bleibt
unverandert, wahrend das Spektrum des aus Ax entstandenen Monofuranoids Antherachrom um
20 nm verschoben ist und das aus Vx gebildete Difuranoid Auroxanthin um 40 nm verschobene
Absorptionsmaxima aufweist (vgl. Tab. 2.3). Dadurch zeigt Auroxanthin bei 440 nm keine nennens-
werte Absorption mehr und ist bei dieser Wellenlange kaum noch detektierbar (Abb. 2.3C). Die
Furanoidumlagerung fiihrt aul3erdem zu einer leichten Erhdhung der Retentionszeiten sowie zu einer
Peakaufspaltung, da es im Zuge der Umlagerung auch zur Racemisierung der Pigmente kommt (vgl.
Abb. 2.3B und 2.3C). Die Identifizierung der verschiedenen Umlagerungsprodukte 183t sich sehr gut
Uber einen Vergleich der HPL C-Chromatogramme bei drei verschiedenen Wellenlangen durchfiihren.

Abb. 25 zeigt die Chromatogramme einer Pigmentprobe aus M. sphaerocephalus nach
Saurebehandlung bel den Wellenldngen 480 nm, 440 nm und 400 nm. Bei 480 nm (Abb. 2.5A) zeigen
nur die nicht von einer Furanoidumlagerung betroffenen Pigmente noch nennenswerte Absorption,
wie auch aus Abb.24 ersichtlich wird. Bei 440 nm (Abb. 2.5B) absorbieren nun auch die
Monofuranoide Vaucheriachrom, Neochrom, Diadinochrom und Antherachrom, wahrend das aus Vx
entstandene Difuranoid Auroxanthin erst bei 400 nm gut detektierbar ist (Abb. 2.5C).
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Abb 2.5 HPLC-Analyse von Mischococcus sphaerocephalus (Xanthophyceae). Pigmentextrakt
nach Ansauern mit HCI. Vergleich der Chromatogramme bei (A) 480 nm, (B) 440 nm und
(C) 400 nm. Ac = Antherachrom, Aux = Auroxanthin, Ddc = Diadinochrom, Hx =
Heteroxanthin, Nc = Neochrom, Vc = Vaucheriachrom. Sdureresistente Pigmente fett und
unterstrichen, andere Pigmente normal beschriftet. Fir weitere Erlauterungen siehe Text.

6.2.4 Pigmentquantifizierung

Abweichend von Lohmann (1996) und Volkmar (1999) wurde zur Pigmentquantifizierung — mit

Ausnahme von Chl a — keine absolute Kalibrierung der Anlage fir die einzelnen Pigmente vorge-



MATERIAL UND METHODEN 37

nommen. Statt dessen wurden die Extinktionskoeffizienten aus der Literatur direkt fir die Quantifi-
zierung verwendet, wodurch die Auswirkung des jeweiligen Losungsmittels auf die Extinktion
zunéchst unberiicksichtigt blieb. Allerdings wurde dem Einfluld des Ldsungsmittels insoweit Rech-
nung getragen, als dal? bei Vorliegen von Extinktionskoeffizienten in mehreren Solventien der
Extinktionskoeffizient fir das Ldsungsmittel ausgewahlt wurde, in dem die Lage der Absorptionsma-
xima die groRtmogliche Ubereinstimmung mit den PDA-Online-Spektren zeigte. Zusétzlich wurden
die Extinktionskoeffizienten der Xanthophyllzykluspigmente gegeneinander abgeglichen. Dies war
anhand von Messungen der Xanthophyllzykluskinetiken des VAZ-Pools und des DT-Pools in
P. tricornutum moglich (siehe Ergebnisteil, Kap. 2.1). Da diese Messungen sich nur tber einen kurzen
Zeitraum erstreckten, war eine Anderung der Pigmentkonzentrationen durch Neusynthese von
Pigmenten auszuschlief3en. Es erfolgten lediglich die schnellen Umwandlungen der Xanthophyll-
zykluspigmente ineinander, wobei die Summe der Pigmente eines Pools bezogen auf Chl a als
konstant angesehen werden konnte. Auf dieser Grundlage und unter Verwendung der Literaturdaten
far Ax, Zx und Ddx wurden die Extinktionskoeffizienten von Vx und Dtx so gewahlt, dal3 die Summe
der Pigmente jedes Pools wéhrend der ersten 10 min der Epoxidierungs- bzw. Deepoxidierungsreak-
tionen groRtmogliche Konstanz aufwies. Tab. 2.4 gibt eine Ubersicht Uber alle quantifizierten
Pigmente und die dabei verwendeten Extinktionskoeffizienten.

Die Kadibrierung von Chl a erfolgte unter Verwendung von Gesamtpigmentextrakten von
P. tricornutum. Hierzu wurden aus einer kontinuierlichen Kultur 140 mL entnommen (Kap. 2.3),
davon 10 Proben von je 10 mL Volumen auf Filter abgesaugt und diese anschlief3end gefriergetrock-
net. Von finf Filterproben wurde der Chl a-Gehalt wie in Kap. 5.3 beschrieben spektral photometrisch
bestimmt, die verbliebenen funf Proben wurden mittels HPLC aufgetrennt (Die Ergebnisse dieser
Messungen finden sich in Anhang B). Anhand der Photometerdaten lief3 sich nun die Menge des in
die HPLC-Anlage injizierten Chl a berechnen und zum resultierenden Flachensignal des Detektors in
Beziehung setzen. Der so erhdtene Faktor zur Umrechnung des Fléachenintegrals in die
Pigmentmenge wird durch die optische Geometrie der Detektorzelle bestimmt. Mit seiner Hilfe lassen
sich die Detektorsignale fir die anderen Pigmente anhand ihrer Extinktionskoeffizienten in absolute
Mengen umrechnen.

Eine reproduzierbare Quantifizierung mittels eines UV/V1S-Detektors wird erschwert, wenn sich
die Detektionswellenldngen in den steil abfallenden Flanken von Absorptionspeaks befindet. Kleine
Schwankungen in der Wellenlangeneinstellung des Detektors oder Verschiebungen der Pigmentab-
sorptionsspektren aufgrund einer leicht veranderten Zusammensetzung der Eluenten fihren hier zu
grofRen Quantifizierungsfehlern. Um diese Fehler zu minimieren, wurde jedes Pigment bei einer
Wellenlange in unmittelbarer N&he eines seiner Absorptionsmaxima quantifiziert (vgl. Tab. 2.3 und
Tab. 2.4).
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Tab. 2.4 Zusammenstellung der fur die Pigmentquantifizierung verwendeten Grofien. Der
Chl a-Eichwert, der fir die Quantifizierung der anderen Pigmente verwendet wurde, ist
fett gedruckt. Fir weitere Erlauterungen siehe Text.

Pigment Literaturdaten HPLC
I max  @(l max) Losungs  Ref. | I nax  lquae  @(l quant) M, Arealug
[nm] [L/10g/cm] mittel [nm]  [nm]  [L/10g/cm] Pigment

Chl c3 keine Daten; wie Chl c,/c, 456 456 3460 652,96 23993216

Chl ¢; 443 3180 90%Aceton 1 | 441 440 3250 610,96 22536980

Chl ¢, 444 3740  90% Aceton 447 440 3250 608,96 22536980

Peridinin 472 1325 Ethanol 2 | 475 480 1314 630,83 9114648

Heteroxanthin Spektrum wie Diadinoxanthin 449 480 1980 594,84 13727517

Fucoxanthin 449 1650 Petrolether 3 | 449 440 1544 658,92 10709573

trans-Neoxanthin Spektrum wie Dinoxanthin 444 440 2146 600,89 14880787

cis-Neoxanthin 439 2240 Ethanol 4 | 439 440 2222 600,89 15408915

cis-Fucoxanthin keine Daten; wie Fucoxanthin 449 440 1544 658,92 10709573

Violaxanthin K oeffizient angeglichen ? 443 440 2558 600,89 17741111

Dinoxanthin 441 2100 Aceton 5 | 443 440 2018 642,93 13994425

Diadinoxanthin 448 2230 Aceton 5 | 449 480 2034 582,87 14103018

Antheraxanthin 448 2350 Ethanol 6 | 449 480 2068 584,89 14340454

Vaucheriaxan.-Ester 2500 7 | 446 445 2495 616,89 ¢ 17301466

Diatoxanthin K oeffizient angeglichen 455 480 1842 566,88 12773475

Lutein 447 2550 Ethanol 449 445 2476 568,89 17170058

Zeaxanthin 452 2340 Aceton 455 480 2062 568,89 14295657

Chlb 647 514 90% Aceton 10 | 646 646 513 907,51 3557181

b-Cryptoxn.-Epoxid Spektrum wie Antheraxanthin 449 480 2126 568,89 14743207

Chla 664 877 90% Aceton 10 | 663 385 574 893,52 3983686

Chl a 663 430 1049 7272969

Chla 663 615 188 1301094

b-Cryptoxanthin Spektrum wie Zeaxanthin 455 480 2121 552,89 14709357

b-Car-Epoxid Spektrum wie Antheraxanthin 480 2188 552,89 15170446

a-Car Spektrum wie Lutein 450 445 2624 536,89 18193437

b-Car 457 2505 Cyclohexan 11 | 456 480 2198 536,89 15238466

Phaeophytin a 665 519 80%Aceton 12 | 665 665 519 869,21 3598982

Phytoen 286 756 Hexan 13 | 287 300 538 54496 3732623

& angeglichenes a(l ma) Von 2600; Literaturwert fir a(l ) von 2550 bei 443 nm in Ethanol (Jeffrey et al. 1997)
® angeglichenes a(l ma) Von 2110; aus der Literatur kein a(l ma) zum Vergleich vorhanden
¢ M, von Vaucheriaxanthin (nach Verseifung der Esterbindungen)

Referenzen: 1) Jeffrey 1972, 2) Jeffrey und Haxo 1968, 3) Jensen 1961, 4) Cholnoky et a. 1966, 5) Johansen et
a. 1974, 6) Hager und Meyer-Bertenrath 1966, 7) Davies 1976, 8) Zscheile et al. 1942, 9) Aasen und Liaaen-
Jensen 1966, 10) Jeffrey und Humphrey 1975, 11) Isler et al. 1956, 12) Lichtenthaler 1987, 13) Khan et al. 1975.
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Die Berechnung des zur jeweiligen Quantifizierungswellenlange | qa gehtrenden spezifischen
Extinktionskoeffizienten a(l qan) erfolgte tber die Online-Spektren. Hierzu wurde fur jedes Pigment
der Quotient der Extinktionswerte E(l quan) / E(I ma) aus mindestens funf Spektren gemittelt und dann
mit dem jeweiligen a(l ma)-Literaturwert multipliziert. Fur ein beliebiges Pigment P berechnet sich

der Extinktionskoeffizient a(l quar)p demnach als:

a(l quant)P: a(l max)P ) E(I quant)P/ E(I max)P (2-4)

Der Faktor fur die Umrechnung der Detektorflachen in die spezifischen Pigmentmengen ergibt sich

dann aus;

Area/p-g P= Area/“g Chl a- a(l quant)P/ a(l quant)ChI a (2-5)

Die resultierenden Werte fur a(l quan) und die Area/pg Pigment sind ebenfallsin Tab. 2.4 aufgefiihrt.

Fir einige Xanthophylle wurden die Extinktionskoeffizienten bisher noch nicht bestimmt (Jeffrey et
a. 1997). Sofern aber zwel Carctinoide den gleichen Chromophor (Polyenkette inklusive der das
konjugierte Doppel bindungssystem beeinflussenden Substituenten) aufweisen, sind ihre Absorptions-
spektren identisch; gleiches gilt auch fur ihre molaren Extinktionskoeffizienten (Britton 1995). Somit
koénnen Pigmente, fir die keine Angaben zum Extinktionskoeffizient vorhanden sind, mittels der
K oeffizienten anderer Pigmente mit gleichem Chromophor quantifiziert werden. In Tab. 2.4 ist fir die
betreffenden Xanthophylle das jeweilige Pigment mit identischem Chromophor angegeben. Wie zu
fordern, wies jedes Pigmentpaar auch das gleiche Online-Absorptionsspektrum auf. Die Berechnung
des fehlenden spezifischen Extinktionskoeffizienten a(l qan)x flr ein Pigment X aus dem Koeffizi-
enten a(l qan)p €iNes Pigmentes P mit identischem Chromophor erfolgte Gber die ebenfallsin Tab. 2.4

angegebenen Molmassen (M,) der beiden Pigmente nach folgender Formel:

a(l quant)X = a(l max)P ' Mr(P) / Mr(x) (2-6)

Fir die Vaucheriaxanthin-Ester konnte nicht auf ein Referenzpigment mit gleichem Absorptionsspek-
trum zurtickgegriffen werden. I hre Quantifizierung erfolgte mit dem gebrauchlichen a(l )—-Wert von
2500 L-10gtcm™ fir Carotinoide mit unbekanntem Extinktionskoeffizient (Davies 1976). Das
Absorptionsspektrum von cis-Fucoxanthin zeigt im Vergleich zu dem von Fucoxanthin eine leichte
Verschiebung zu kirrzeren Wellenlangen hin. Auch fur dieses Pigment lag kein Extinktionskoeffizient
vor. Es wurde daher unter Verwendung des Fucoxanthin-Koeffizienten quantifiziert. Bel cis-

Fucoxanthin handelt es sich héchstwahrscheinlich um ein Artefakt der Pigmentisolierung (Haugan
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und Liaaen-Jensen 1992). Sein Anteil am Fucoxanthin-Gesamtgehalt betrug in der Regel etwa 1%.
Deshalb wurde es im Ergebnisteil nicht gesondert aufgefiihrt, sondern zur Fucoxanthin-K onzentration
addiert.

Da Chl ¢; und Chl ¢, im verwendeten HPLC-Trennsystem nicht ausreichend getrennt wurden,
erfolgte ihre gemeinsame Quantifizierung durch Integration des Summenpeaks bei 440 nm. Bei dieser
Wellenldnge unterscheiden sich die Extinktionskoeffizienten beider Pigmente nur um etwa 6%
(berechnet aus den Online-Spektren unter Verwendung der Extinktionskoeffizienten in Jeffrey 1972).
Zur Quantifizierung wurde deshalb der Mittelwert beider Koeffizienten bei 440 nm verwendet. Fir
Chl c; liegen noch keine Daten zum Extinktionskoeffizienten vor, deshalb wurde der Mittelwert der
Extinktionskoeffizienten der Soretbanden von Chic; und Chic, verwendet (Jeffrey et al. 1997).
Aulerdem waren in der Nachbarschaft des Chl a-Hauptpeaks stets weitere Peaks zu finden, die ein
Chl a-identisches Online-Spektrum aufwiesen. Die Summe dieser Chl a-Derivate betrug relativ
reproduzierbar 5% der Chl aMenge, bei der Quantifizierung wurden sie zur Chl a-Konzentration
hinzu addiert. Die genaue Identitét dieser Derivate sowie die Frage, ob es sich bei ihnen um

Extraktionsartefakte oder um native Pigmente handelt, wurden nicht weiter untersucht.
6.3 Isolierung und Charakterisierung der Xanthophyllzykluspigmente

6.3.1 Extraktion und Aufarbeitung der Pigmente aus Phaeodactylum tricornutum

Da die spektrometrischen Analysen der Pigmente des VAZ-Zyklus aus P. tricornutum die Isolierung
einer ausreichenden Menge dieser Pigmente erforderte, wurden zunéchst Uber einen Zeitraum von
finf Tagen jeweils nach der sechsstiindigen Starklichtphase 140 mL Algensuspension auf Glasfaser-
filter (GF6, 45 mm Durchmesser; SCHLEICHER & SCHUELL, Dassel) abgesaugt, tiefgefroren,
gefriergetrocknet und zwischengel agert, wie schon in Kap. 6.1 beschrieben.

Zur Pigmentextraktion wurden die Filter grob vorzerkleinert, zusammen mit 3 Teel 6ffeln Glasper-
lengemisch und 15 mL Extraktionsmittel (siehe Kap. 6.2.1) in eine 50 mL-Duranglasflasche Uberfihrt
und fir 60s unter Trockeneiskihlung mittels Zellhomogenisator mechanisch aufgeschlossen.
Anschlieftend erfolgte die Zugabe von 10 mL Diethylether und Auffiillen der Duranglasflasche mit
5 M NaCl-Lésung. Die nach Phasentrennung resultierende pigmenthaltige Etherphase wurde mit Hilfe
einer Pasteurpipette in ein 20 mL-Schraubdeckelglas tberfihrt, dreimal gegen destilliertes Wasser
und zweimal gegen 5 M NaCl-L&sung gewaschen und anschlief3end im sanften N,-Gasstrom bis zur
Trockne eingedampft.

Im néchsten Schritt erfolgte die Verseifung des Extraktes zwecks Entfernung von Lipiden sowie
der Chlorophylle. Hierzu wurden die im Schraubdeckelglas befindlichen Pigmente in 1,8 mL Ethanol
(96%) aufgenommen, mit 200 L einer wassrigen 80%igen KOH-Losung versetzt, mit N, Uber-

schichtet und im gut verschlossenen Glas fir 30 min bei 30 °C dunkel inkubiert. Anschlief3end wurde
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nach Zugabe von 3 mL Ether erneut eine Phasentrennung bis zur Trockne des nunmehr verseiften
Pigmentextraktes durchgefiihrt.

Die Isolierung und Aufreinigung der Einzelpigmente erfolgte in zwei Schritten. Zun&chst wurden
die Carotinoide mittels HPLC getrennt, dann die einzelnen Pigmente Uber eine Kieselgelsdule weiter
gereinigt. Die HPLC-Trennung wurde mit der in Kap. 6.2.2 beschriebenen Anlage und den dort
genannten Trennparametern durchgefiihrt, wobei jeweils die Pigmentfraktionen aus vier bis sechs
Laufen gesammelt und vereinigt wurden. Die vereinzelten Pigmente wurden aus dem Eluenten in

Ether Gberfihrt und im N,-Strom getrocknet.

Tab. 2.5 Bei der Saulenchromatographie eingesetzter Elutionsgradient. Jeder Eluent wurde in
Portionen von jeweils 2 mL mittels Pasteurpipette auf die Sule gegeben und unter
Verwendung von N-Gas mit |eichtem Uberdruck durch das Saulenmaterial geleitet.

Eluent n-Hexan Diethylether Aceton Volumen [mL]
A 50 50 0 8
B 20 80 0 8
C 0 100 0 8
D 50 50 8
E 0 0 100 8

Fir die anschlieffende Saulenchromatographie wurde eine Normal phasenanordnung mit Kieselgel 60
(Partikelgrofie 15-40 um; MERCK) als stationdrer Phase gewéhlt, die der Abtrennung von eventuell
noch vorhandenen farblosen Verunreinigungen wie z.B. Sterolen dient. Zur Sdulenpackung wurde
eine Einwaage von 1,6 g Kieselgel 60 mit 8 mL n-Hexan/Diethylether (1:1) aufgeschwemmt, durch
20sekiindiges Einstellen in ein Ultraschallbad (Transsonic T460; ELMA, Singen/Htw.) suspendiert
und in eine Glassaule mit einem Durchmesser von 9 mm und einer Lange von 100 mm eingefllt.
Durch Anlegen eines leichten Uberdruckes auf die Saule mittels N,-Gas wurde eine Komprimierung
der stationéren Phase erreicht. Um das Aufwirbeln des gepackten Kieselgels bei der Probenaufgabe zu
verhindern, wurde das Packungsmaterial von oben mit einer etwa 4 mm hohen Glasperlenschicht
(Perlendurchmesser 0,25-0,3 mm) bedeckt. Anschlief3end wurde die Saule mit dem auch bei der
anschlielfenden Pigmenttrennung verwendeten, in Tab. 2.5 aufgefiihrten Elutionsgradienten gesplilt,
um etwaige noch an der stationdren Phase befindliche Verunreinigungen zu eluieren. Nach der
Spulung und der Rickfiihrung des Gradienten in 2 mL-Schritten wurde die Saule mit 10 mL Eluent A
aquilibriert.

Die Pigmentproben wurden zuerst in etwa 10puL Ethanol gelést, dann mit 60-70 L
n-Hexan/Diethylether im Mischungsverhéltnis 60:40 versetzt und mittels einer 100 pL-Pipette
(GILSON) vorsichtig auf die Séule aufgetragen. Nachdem die Pigmentfraktion vollsténdig in die

stationdre Phase eingesickert war, begann die Spilung mit dem Elutionsgradienten aus Tab. 2.5.
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Abb. 2.6 gibt beispielhaft die Trennung eines Gesamtpigmentextraktes aus Spinat wieder. Abwei-
chend vom in Tab. 2.5 aufgefuhrten Elutionsgradienten wurden hier nur 4 mL Eluent A eingesetzt.

‘|R-Carotin
Lutein

Neoxanthin
Violaxanthin

Extinktion im
Absorptionsmaximum
N

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Fraktion Nr.

Abb 2.6 Saulenchromatographie eines Pigmentextraktes aus Spinat (Spinacia oleracea). Als
stationare Phase diente Kieselgel 60 (Korngrofie 15-40 um). Der verwendete Elutionsgra-
dient entspricht dem in Tab. 2.5 aufgefuhrten Gradienten mit der Ausnahme, daf3 nur 4 mL
Eluent A eingesetzt wurden. Die Identifizierung der einzelnen Pigmentfraktionen erfolgte
anhand ihrer Absorptionsspektren und dem Nachweis von Epoxidgruppen durch Saurezu-
gabe.

Bel der Aufreinigung der Einzelpigmente wurde grundsétzlich so verfahren, dal3 zundchst der
Gradient aus Tab. 2.5 verwendet wurde, dann aber der Eluent, bei dem die jeweilige Pigmentbande
durch die Saule zu wandern begann, bis zur Elution des Pigmentes beibehalten wurde. Aufgrund der
hohen Flichtigkeit der zur Elution verwendeten Ldsungsmittel konnte die so erhaltene Pigmentfrak-
tion direkt im N,-Gasstrom getrocknet werden. Ein Aliquot jeder aufgereinigten Pigmentprobe wurde
mittels HPL C untersucht, um zumindest die Verunreinigung mit weiteren Pigmenten oder mit bei der
Isolierung entstandenen Derivaten ausschliefien zu kdnnen. Die Aufbewahrung der getrockneten

Pigmente bis zur weiteren Charakterisierung erfolgte bei —20 °C unter N,-Atmosphére.

6.3.2 Extraktion und Aufarbeitung der Refer enzpigmente aus Spinat

Spinat (Spinacia oleracea, var. Matador) diente als Quelle zur Gewinnung der a's authentisch anzuse-
henden Referenzpigmente VX, Ax und Zx (Hager und Meyer-Bertenrath 1967, Partali et a. 1985).
Der Spinat wurde als Hydroponic-Kultur auf einer Nahrlésung nach Hoagland und Arnon (1938)
angezogen, deren Zusammensetzung gemald Robinson (1986) modifiziert war (Details in Richter
1989, Goss 1996). Die Pflanzen wurden bei 20 °C und einer PFD von 150 pmol-m™2-s* im 12 h Licht-/
12 h Dunke-Rhythmus kultiviert und waren zum Verwendungszeitpunkt 4-5 Wochen at. Die
Spinatanzucht wurde von Herrn R. Burgdorf (Universitdt Mainz) durchgeftihrt.
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Als Ausgangsmaterial fur die Pigmentgewinnung dienten acht bis zehn Blétter, deren Stiele sofort
nach der Ernte in wassergefillte 2 mL-Eppendorfgefélie inseriert wurden. AnschliefRend wurden die
Blétter in eine wasserdampfgeséttigte, mit transparenter Folie verschlossene Kammer eingelegt und
fir 10 min mit einer PFD von 1000 pmol-m?.s* (Ha ogen-Metalldampflampe, Typ HQI-T 400 W /
DV; OSRAM; Verminderung des Infrarotanteils durch 10 cm dicke Wasserschicht zwischen Lampe
und Blattkammer) bestrahlt, um eine partielle Umwandiung von Vx in Ax und Zx zu induzieren
(Yamamoto et al. 1962, Hager 1966). Danach wurden die Blétter sofort unter Entfernung der
pigmentarmen Mittelrippen grob zerkleinert, in einen 250 mL-Rundkolben tberfihrt und in flissigem
N, tiefgefroren. Mit Hilfe eines Spatels wurde das Blattmaterial im Rundkolben weiter zerkleinert,
dann Uber Nacht gefriergetrocknet und bei —20°C gelagert.

Zur Pigmentextraktion wurde eine etwa zwei Blattern entsprechende Menge des Materias in
einem Morser mit 20 mL eisgekihitem, reinem Aceton, etwas Seesand und einer Spatelspitze
Magnesiumhydroxidcarbonat-Pentahydrat griindlich zerrieben und die pigmenthaltige Acetonphase
anschlief3end bei 5000xg und 0 °C (Varifuge RF, HERAEUS SEPATECH, Hanau) fur 5 min zentri-
fugiert. Der klare Uberstand (etwa 15 mL) wurde zusammen mit 10 mL Diethylether in einen 50 mL-
Mef3kolben Uberfihrt, mit 10 mL destilliertem Wasser und 10 mL einer 5M NaCl-Losung versetzt
und ausgeschittelt, um das Aceton aus der organischen Phase zu entfernen. Nach Verwerfen der
wassrigen Phase wurden zwei weitere Phasentrennungen gegen je 20 mL der 5M NaCl-Lésung
durchgefuhrt. Schliefdlich wurde die Etherphase mittels Pipette abgezogen und im Nx-Strom bis zur
Trockne eingedampft. Die anschlief3ende Verseifung wurde wie in Kap. 6.3.1 beschrieben durchge-
fahrt.

Auch die Isolierung und Aufreinigung von Ax und Vx erfolgte wie bereits in Kap. 6.3.1 beschrie-
ben. Zx 183 sich mit den dort beschriebenen Chromatographiesystemen jedoch nicht vollstandig von
seinem Strukturisomeren Lutein abtrennen. Zx wurde deshalb zunéchst mit Hilfe einer von Hager und
Meyer-Bertenrath (1966, 1967) entwickelten Dunnschicht-Chromatographie isoliert. Hierzu wurden
zwei Glasplatten von 20 x 20 cm Flache mit einem Gemisch aus 29,59 CaCOs;, 6g MgO, 59
Ca(OH), und 60 mL KOH-L6sung (1,7% wi/v) bestrichen (Schichtdicke 250 um, Gemisch reicht fir
drei bis vier Platten) und anschlief3end fur 1 Stunde bei 110 °C getrocknet. Nach Abkuhlung der
Platten auf Raumtemperatur wurde ein in Diethylether geloster Pigmentextrakt aus Spinat als eine
jeweils etwa 15 cm lange Bande auf die Platten aufgetragen, kurz mit einem Fon getrocknet und fur
1 hin einem Laufmittelgemisch aus 50 mL Benzin (bei 100-120 °C siedend), 50 mL Aceton, 40 mL
Chloroform und 1 mL Methanol entwickelt. Anschlief3end wurde die Zx-Bande sofort mittels einer
Rasierklinge von den Platten abgeschabt und in einem 20 mL-Schraubdeckelglas mit 3 mL Aceton
versetzt, wodurch die Pigmente von der Festphase gel st wurden. Schliefdlich wurden die Pigmente in
Ether Uberflhrt und getrocknet. Die so gewonnene Zx-Fraktion enthielt auch noch geringe Mengen an
Neoxanthin, welches aber in der sich nun anschlie3enden Saulenchromatographie mit Kieselgel 60
(Kap. 6.3.1) quantitativ abgetrennt werden konnte.
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6.3.3 Extraktion und Aufarbeitung der Refer enzpigmente aus Papaya

Die Referenzpigmente b-Cryptoxanthin (Cx) und b-Cryptoxanthin-5,6-Epoxid (CXE) wurden aus
handelsliblichen Friichten der Papaya (Carica papaya) isoliert, die relativ gro3e Mengen dieser
beiden Pigmente in Form von Estern akkumulieren (Khachik et al. 1991). Hierzu wurde zunéchst das
Fruchtfleisch von 1/8 Papaya in kleine Wirfel geschnitten, sofort in flissigem N, tiefgefroren und fir
24 h gefriergetrocknet. Dann wurde das Material, wie bereits im vorigen Kapitel fir den Spinat
beschrieben, mittels Aceton extrahiert, der Pigmentextrakt in Ether ausgeschiittelt und nach Uberfiih-
rung in ein 20 mL-Schraubdeckelglas im N,-Strom getrocknet. Die anschlieRende Verseifung sowie
die Isolierung und Aufreinigung von Cx und CxE erfolgte nach den Angaben in Kap. 6.3.1.

6.3.4 Dunnschichtchromatographie

Als zweites chromatographisches System zur Charakterisierung der Xanthophyllzykluspigmente
wurde neben der HPLC eine Dinnschichtchromatographie (DC) mit Kieselgel 60 als stationdrer
Phase auf Glasplatten von 20x20 cm Flache (MERCK) verwendet. Zur Chromatographie wurden
Gesamtpigmentextrakte aus P. tricornutum und S oleracea in wenig Ethanol (20-50 yL) gelost, as
etwa 1,5 cm lange Pigmentbanden auf die DC-Platte aufgetragen, mit einem Fon kurz getrocknet und
dann fir 20 bis 30 min in Diethylether mit einem Wasseranteil von 0,5% (v/v) entwickelt. Die

Identifizierung der Pigmentbanden erfolgte mittels HPLC.

6.3.5 UV/VIS-Spektrometrie

Die Absorptionsspektren der reinen Pigmente wurden in 100% Ethanol an einem Zweistrahl photo-
meter (Modell U 2000, Spaltbreite 2 nm; HITACHI) aufgenommen. Uber eine RS 232-Schnittstelle
konnten die Extinktionswerte von 350 nm bis 700 nm bei einer Schrittweite von 0,5 nm direkt an
einen PC Ubermittelt und in Microsoft-EXCEL weiterbearbeitet werden. Die Extinktion der unter-
suchten Pigmentproben betrug zwischen 0,1 und maximal 1. Vor der Ermittlung der Extinktionsma-
ximaund der 111/11-Werte wurden alle Spektren unter Verwendung des Algorithmus von Savitzky und
Golay (1964) einer 15-Punkt-Gléattung unterzogen. Die Bestimmung der [11/11-Werte erfolgte nach
Liaaen-Jensen (1962), eine detaillierte Erlauterung hierzu findet sich z.B. bei Britton (1995). Zur
Berechnung werden zunéchst die Extinktionswerte des langwelligsten Maximums (P;), des benach-
barten Peaks (P,) sowie des Minimums (M) zwischen beiden Peaks ermittelt. Der 111/11-Wert berech-
net sichdannas (P, — M)/ (P, —My).

6.3.6 MALDI/TOF-Massenspektrometrie

Die Molekilmassenbestimmung der Pigmente erfolgte mittels Matrix-Assisted-Laser-Desor ption-
| oni sation/Time-Of-Flight-Massenspektrometrie (MALDI/TOF-MS). Die Messungen wurden von
Herrn Dr. Dietrich Haferburg am Institut fiir Biochemie der Universitét Leipzig durchgefiihrt.

Die MALDI/TOF-MS zeichnet sich gegentiber der herkdmmlichen MS mit Magnetsektor- oder
Quadrupol-Detektoren durch ihre hohe Empfindlichkeit aus, die auch eine Analyse von sehr geringen
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Substanzmengen (im pmol-Bereich) erlaubt. Ursache fir diese Sensitivitat ist das Flugzeit-
(TOF-)Detektionsprinzip. Bei den sonst Ublichen Detektionsverfahren werden die zuvor beschleunig-
ten lonen in einem Magnetfeld abgelenkt, wobei nur ein kleiner Anteil an lonen bis zum Detektor
gelangt, die anderen werden durch Blenden herausgefiltert. TOF-Detektoren messen die Flugzeit der
zuvor beschleunigten lonen auf einer definierten Strecke (je nach Detektor zwischen 1 und 2 m), was
die Detektion praktisch aller urspriinglich erzeugten lonen ermdglicht. Wichtige Voraussetzung fir
diese Art der Detektion ist, dai3 alle Probenmolekiile gleichzeitig ionisiert und beschleunigt werden,
d.h. dai3 die lonisation der Molekile in eéinem mdglichst engen Zeitfenster erfolgt. Dies wird bei der
Matrix-unterstiitzten Laser-Desorption/lonisation dadurch erreicht, dal3 die Probenmolekile wahrend
sehr kurzer Laserpulse von etwa 10 ns ionisiert werden. Dabei fihrt das Laserlicht zunéchst zur
Anregung der im groRen Uberschul? vorliegenden Matrixsubstanz (in der Regel niedermolekulare
aromatische Sauren), welche dann als Energielibertrdger und zugleich as Protonierungs- bzw.
Deprotonierungsreservoir fur die Probenmolekile dient (Chapman 1993, Wingerath 1997).

Die Messungen im Rahmen dieser Arbeit wurden an einer Voyager-DE Biospectrometry Worksta-
tion (PE-BIOSYSTEMS, Weiterstadt) durchgefihrt. Als Matrixsubstanzen dienten 2-Cyano-

4-Hydroxy-Zimtsaure sowie 2,5-Dihydroxy-Benzoesdure; detektiert wurden die positiven |onen.
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|11 Ergebnisse und Diskussion

1. Untersuchung der Pigmente und der Xanthophyllzyklen von
Phaeodactylum tricornutum

1.1 Charakteriserung des Wachstums der Turbidostatkulturen von
Phaeodactylum tricornutum im kontinuierlichen Schwachlicht und
unter Starklicht/Schwachlicht-Zyklen

Die Untersuchungen der Turbidostatkulturen von P. tricornutum erfolgten an insgesamt vier Ansétzen,
deren Kultivierungsdauer zwischen 3 und 11 Monaten betrug. Die Kulturen zeigten im kontinuierli-
chen Schwachlicht (LL; 40 pmol Photonen-m?s?) eine durchschnittliche Wachstumsrate p von
0,71.d™ (Tab. 3.1), die anhand des Uberlaufvolumens (Abb. 3.1) ermittelt wurde. Unter periodischem
Wechsel von 6 h Starklicht (HL1 mit einer PFD von 700 pmol-m-s*) und 18 h Schwachlicht stieg die
tagliche Wachstumsrate leicht an und betrug im Mittel 0,84-d* (Tab. 3.1). Dabei war tendenziell eine
Erh6hung der Wachstumsraten mit zunehmender Kultivierungsdauer zu verzeichnen. Jedoch wies die
Wachstumsrate auch von Ansatz zu Ansatz Schwankungen in der gleichen Grof3enordnung von etwa
10% auf (Tab. 3.1). Fur die weiteren Untersuchungen war allein eine ausreichend hohe Wachstumsrate

erforderlich, diein alen Falen vorlag.
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Abb. 3.1  Wachstumsraten einer Turbidostatkultur von P.tricornutum. Dargestellt ist die
Zunahme des Uberlaufvolumens pro Zeit (A) im kontinuierlichen LL (40 umol
Photonen-m?s?) und (B) unter einem Belichtungsrhythmus von 6 h HL1 (700 pmol
Photonen-m?-s®) und 18 h LL. Die Daten stammen aus Kulturansatz 3 (vgl. Tab. 3.1).



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 47

Tab. 3.1 Tagliche Wachstumsrate y von Turbidostatkulturen von P. tricornutum im kontinu-
ierlichen LL (40 pmol Photonen-m?.s?) und unter periodischem Belichtungswechsel
von 6 h HL (700 pmol Photonen-m?s?) und 18 h LL. Angegeben ist neben dem jewei-
ligen Kulturansatz auch der fur die Berechnung der Wachstumsrate bericksichtigte
Zeitraum. Sd.abw. = Sandardabweichung.

LL-Inkubation HL/LL-Zyklen
AnsatzNr. TageimLL i [d] AnsatzNr. Tagein Zyklen i [d]
1 33.-40. 0,728 1 5.-21. 0,771
2 29.-48. 0,661 4 17.-37. 0,837
3 55.-69. 0,693 3 68.-77. 0,867
3 70.-116. 0,700 3 94.-102 0,823
3 119.-148. 0,763 3 114.-143. 0,895
Mittelwert + Std.abw. 0,71+ 0,04 Mittelwert £ Std.abw. 0,84 = 0,05

Eine erste Charakterisierung der Pigmententwicklung wahrend der Starklichtphase erfolgte durch
Aufnahme von in-vivo-Absorptionsspektren der Algensuspension. Wie die Spektren in Abb. 3.2.A
zeigen, tritt wahrend der 6 h Starklicht nur im blauen Spektralbereich zwischen 400 und 530 nm eine
Extinktionszunahme auf. Im roten Spektralbereich, in dem allein die Chlorophylle fir die Absorption
verantwortlich sind, ist praktisch keine Anderung zu beobachten. Dieser Befund weist bereits darauf
hin, dal3 im HL nur die Konzentration an Carotinoiden zunimmt, die der Chlorophylle dagegen
stagniert. Noch klarer illustriert wird dies durch die in Abb. 3.2.B dargestellten Differenzspektren, die
im Bereich zwischen 400 und 500 nm den fir Carotinoide charakteristischen dreigipfligen Verlauf
zeigen, wahrend im Bereich der Rotabsorption von Chl a bei 680 nm nur eine minimale Extinktions-
zunahme zu beobachten ist.

Dennoch zeigen die Zellen wahrend der Starklichtphase eine unveréndert hohe Teilungsaktivitét
(Abb. 3.3). Als Folge der nahezu gleichbleibenden Teilungsrate bei stagnierender Chlorophyllkonzen-
tration wird im Starklicht das Chlorophyll in den Zellen "ausgedinnt". In der anschlief3enden
Schwachlichtphase zeigen die Zellen weiterhin hohe Teilungsaktivitét, zugleich steigt nun aber die
Chlorophyllkonzentration Uberproportional an (Abb. 3.3). Dies bedeutet, dal3 der Chlorophyllgehalt
pro Zelle wieder zunimmt. Auf die parallele Entwicklung der Carctinoide wird an spéterer Stelle aus-

fhrlich eingegangen (Kap. 1.7 der Ergebnisse).
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Pigmententwicklung einer Turbidostatkultur von P. tricor nutum wahrend 6 h Inkuba-

tion mit HL1 (700 pmol Photonen-m?.s?). Dargestellt sind (A) die in-vivo-Spektren und
(B) die Extinktionsdnderungen nach 3 bzw. 6 h Sarklicht anhand von Differenzspektren

aus (A).
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Abb. 3.3  Vergleich der Entwicklung von Zellzahl und Pigmenten einer Turbidostatkultur von
P.tricornutum unter 6h HL1 (700 umol Photonen-m?s'). Dargestellt sind die
prozentualen Zuwachse der Zellzahl und der in-vivo-Extinktion von Chl a (Rotmaximum
bei 675 nm) einer Kultur wahrend des 11. HL/LL-Belichtungszyklus, bezogen auf die
Ausgangswerte um 9:00 Uhr am Versuchstag. Die Fehlerbalken geben im Fall der
Zellzahlen das 95%-Vertrauensintervall an (t-Test, n=8 pro Uhrzeit), fir die Extink-
tionswerte wurde der maximale Mef3fehler auf £ 0.003 geschétzt.

1.2 Auftreten von bisher nicht in Diatomeen gefundenen Carotinoiden in
einer Turbidostatkultur von Phaeodactylum tricornutum nach 6h
Starklicht

Ein detaillierteres Bild der Pigmententwicklung von P. tricornutum wahrend der Starklichtinkubation
lield sich mittels Pigmentanalysen gewinnen. Eine HPLC-Analyse der Algen vor Beginn der Stark-
lichtphase zeigte das fur Diatomeen typische Pigmentmuster (Abb. 3.4): P. tricornutum besitzt neben
Chl a die beiden Chlorophyllide Chl ¢; und Chl ¢, (unter den hier verwendeten Chromatographie-
bedingungen werden diese beiden Pigmente nicht getrennt), das dominierende Carotinoid ist
Fucoxanthin (Fx). Weiterhin sind das Xanthophyllzykluspigment Ddx sowie b-Carctin anzutreffen.
Bei Inkubation der Algen mit Starklicht wurde innerhalb kurzer Zeit ein betrachtlicher Teil des Ddx zu
Dtx deepoxidiert (Abb. 3.4.A), welches im vorherigen Schwachlicht praktisch nicht vorhanden war.
Nach 6 h Starklicht war der grofte Teil des Ddx (Peak Nr. 4) in Dtx (Peak Nr.6) umgewandelt
worden (Abb. 3.4.B). Die Chl a-Konzentration blieb — in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
in-vivo-Spektren (Abb. 3.2) — wahrend der Starklichtphase praktisch konstant. Auch der Anteil an
Phaeophytin a betrug zu jeder Zeit konstant 0,5% des Chl a-Gehaltes (daher werden im folgenden

keine weiteren Angaben mehr zum Phaeophytin a-Gehalt gemacht). Jedoch wies das Chromatogramm
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mehrere Pigmentpeaks auf, die vor der Starklichtinkubation noch nicht detektiert worden waren; dabel
fiel besonders Peak Nr. 7 auf.
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Abb. 3.4  HPLC-Analyse von P. tricornutum unter periodischem Starklichtstref3. Pigmentextrakt
von Zellen (A) nach 10 min Belichtung mit HL1 (700 pmol Photonen-m?s?), (B) nach
6 h Belichtung mit HL1 und (C) nach 6 h HL1, gefolgt von 10 min LL (40 umol Photo-
nen-m?s?). Peak Nr. 1= Chl ¢, + Chl ¢, , 2 = Fx, 4 = Ddx, 6 = Dtx, 8 = Chl a-Derivate
(2 Peaks), 9 = Chl a, 10 = b-Caratin; die ldentitdt der Peaks Nr. 3, 5 und 7 wurde im
folgenden eingehend untersucht.

Wie Abb. 3.4.C zeigt, fand nach der Starklichtphase im anschlielfenden Schwachlicht rasch die
Rickwandlung von Dtx in Ddx statt. Auffélligerweise nahm aber auch Peak Nr. 7 ab, und dies bei
gleichzeitiger Zunahme der Peaks Nr. 3 und 5. Diese Beobachtung legte den Verdacht nahe, dal3 es
sich bei den neu auftretenden Pigmenten um die Xanthophylle des VAZ-Zyklus handeln konnte.

Deshalb wurden diese Pigmente im folgenden eingehend charakterisiert.

1.3 ldentifikation der neu beobachteten Carotinoide als Zeaxanthin,
Antheraxanthin und Violaxanthin

Das chromatographische Verhalten und die spektralen Kenndaten der Carotinoide, die in
P. tricornutum nach 6 h Starklicht detektiert wurden, sind in Tab. 3.2 aufgefiihrt. Ein Vergleich der
drel neu auftretenden Pigmente (Peaks Nr. 3, 5 und 7 in Abb. 3.4) mit den Xanthophyllen Vx, Ax und
Zx aus Spinat (Spinacia oleracea) ergab identische Retentionszeiten und Online-Spektren. Wurden die
Pigmentextrakte zundchst einer Verseifung unterzogen und dann mit HCI behandelt, so zeigten die
Online-Spektren von Vx aus Spinat und Pigment Nr. 3 aus P. tricornutum eine hipsochrome Verschie-
bung aler Absorptionsmaxima um etwa 40 nm, die Spektren von Ax und Pigment Nr.5 aus

P. tricornutum eine entsprechende Verschiebung um lediglich 20 nm (Tab. 3.2, siehe auch Abb. 2.4).
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Die Spektren von Zx und Pigment Nr. 7 aus P. tricornutum blieben unveréndert. Da bel einem Epoxy-
Xanthophyll die Umlagerung der 5,6-Epoxidgruppe zum 5,8-Furanoid in einer hipsochromen
Verschiebung um 20 nm resultiert (Eugster 1995), 183 sich aus den vorliegenden Daten auf die Anwe-
senheit von zwei 5,6-Epoxidgruppen in Pigment Nr. 3 bzw. einer Epoxidgruppe in Pigment Nr. 5
schliefien. Ferner ist festzuhalten, dal? sich die neu detektierten Pigmente Nr. 5 und Nr. 7 sowohl in

ihren Retentionszeiten al's auch den spektralen Eigenschaften von Ddx und Dtx klar unterscheiden.

Tab. 3.2 Retentionszeiten und Charakteristika der Online-Spektren der in P. tricor nutum nach
6 h Starklicht gefundenen Carotinoide. Die Referenzpigmente VX, Ax und Zx aus Spinat
(Spinacia oleracea) waren nicht von den Pigmenten Nr. 3, 5 und 7 aus P. tricornutum zu
unterscheiden. Rtg, = Retentionszeit auf Saule 2.

Pigment Rtg, 2 Absor ptionsmaxima - °
[min] [nm] Wert
Fx 99 - 449 - -
Nr. 3 (VX) 12,0 418 442 472 0,98
nach HCI 12,8 382 403 428 1,03
Ddx 134 - 449 479 0,73
nach HCI 13,6 - 432 459 0,77
Nr. 5 (Ax) 14,2 - 449 476 0,64
nach HCI 144 - 430 456 0,61
Dtx 15,3 - 455 434 0,43
nach HCI " . " : :
Nr. 7 (Zx) 16,1 - 455 482 0,31
nach HCI " - " " "
b-Carotin 24,6 - 456 483 0,27
nach HCI " . " . .

2 Siehe auch Material und Methoden, Tab. 2.3
P Zur Definition des I11/11-Wertes siehe Material und Methoden, Kap. 6.3.5

Schiedt und Liaaen-Jensen (1995) fordern fur die eindeutige Identifizierung eines Carotinoids mit
Hilfe eines Referenzpigmentes die Erfillung der folgenden Mindestkriterien: den Nachweis gleicher
chromatographischer Eigenschaften beider Pigmente in zwel verschiedenen Trennsystemen, identische
UV/VIS-Spektren in zwei verschiedenen Losungsmitteln sowie die massenspektrometrische Bestim-
mung der Molekilmasse. Um die Identitét der drei neu beobachteten Pigmente entsprechend dieser
Kriterien abzusichern, wurden sie aus P. tricornutum isoliert und mit den zuvor aus Spinat gewonne-
nen Referenzpigmenten in einem zweiten Chromatographiesystem (Duinnschicht-Chromatographie auf
Kieselgel) und einem zweiten Losungsmittel (100% Ethanol) verglichen sowie einer massenspektro-

metrischen Analyse unterzogen. Die normalerweise in Diatomeen vorkommenden Xanthophyll-
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zykluspigmente Ddx und Dtx wurden ebenfalls in die Untersuchungen mit einbezogen. Die Ergebnisse
sind in Tab. 3.3 zusammengefalit.

Tab. 3.3 Rf-Werte, Charakteristika der Absorptionsspektren und massenspektrometrische
Daten der aus P. tricornutum isolierten Xanthophyllzykluspigmente. Die Daten der
aus Spinat gewonnenen Referenzpigmente Vx, Ax und Zx sind nur angegeben (kursiv),
sofern sie von denen der entsprechenden Pigmente aus P. tricornutum abwichen. DC =
Dunnschicht-Chromatographie, EtOH = Ethanol (100%), MS = MALDI/TOF-Massen-

spektrometrie.
Pigment | Rf Absorptionsmaxima [nm] | [I1/11- Theor. Hauptpeak lonen-
(DC) | I I Wert M, (MS) spezies
Nr.3 | 0,52 |EtOH: 418 441 471 0,93 600,4 5994 [M-1]*
(VX) (417) (0,97) (599,3)
EtOH+HCI: 381 402 427 0,96
(0,97)
Ddx 0,60 | EtOH: 426 447 477 0,70 582,4 581,5 [M-1]*
EtOH+HCI: 409 430 458 0,68
Nr.5 | 0,64 |EtOH: 425 446 475 0,60 584.4 583,6 [M-1]*
(AX) (474) | (0,50) (583,5)

EtOH+HCIl: 407 427 453 0,41
(405) (426) (452) | (0,40)

Dtx 0,72 | EtOH: - 453 481 0,41 566,4 566,5 [M]*
EtOH+HCI: - 451 478 0,21
Nr.7 | 0,75 | EtOH: - 451 479 | 028 | 5684 568,4 IM]*
(2X) (0,33)
EtOH+HCI: - 450 475 0,11

(449) (474) | (0,05

Auch in diesen Messungen zeigten die neu beobachteten Carotinoide beim Vergleich mit den
Referenzpigmenten aus Spinat praktisch identische Eigenschaften. Bel ndherer Betrachtung der
massenspektrometrischen Daten fallt auf, dald im Falle der epoxidhaltigen Xanthophylle der Haupt-
peak von der lonenspezies [M-1]" gebildet wird, ansonsten dominiert [M]*. MALDI/TOF-MS ist in
der Carotinoidanalytik bisher nur vereinzelt eingesetzt worden. Kaufmann et al. (1996) beobachteten
bei der MALDI/TOF-Analyse verschiedener Carotinoide generell Dominanz der [M]*-Spezies,
wahrend Wingerath (1997) fur Carotinoide mit Sauerstoffunktionen eine Zunahme an [M+1]"-lonen
verzeichnete. Da die dominante lonenspezies offensichtlich in Abhéngigkeit von den jeweiligen
lonisationsbedingungen variieren kann, wurden zur Absicherung der Pigmentidentifikation die
Molekilmassen der Referenzpigmente aus Spinat sowie von Ddx und Dtx ebenfalls ermittelt.
Zusammenfassend waren sowohl Ddx von Ax als auch Dtx von Zx chromatographisch, spektral und
den Molekilmassen nach sicher zu unterscheiden, wéhrend die Pigmente Nr.3, 5 und 7 aus

P. tricornutum mit den jeweiligen Referenzpigmenten identische Eigenschaften aufwiesen. Damit sind
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die von Schiedt und Liaaen-Jensen (1995) vorgeschlagenen Mindestkriterien fir die eindeutige Identi-
fizierung unbekannter Carotinoide fir die Pigmente Nr. 3, 5 und 7 aus P. tricornutum erfiillt: Es
handelt sich um Vx, Ax und Zx.

1.4 Akkumulation auch von b-Cryptoxanthin, b-Cryptoxanthin-Epoxid
und einem b-Car otin-Epoxid-&hnlichen Xanthophyll im Starklicht

A)
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11
0,005 -

0,000 -

B)
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13

Extinktion bei 480 nm
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0,010 A

0,005 -
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Retentionszeit [min]

Abb.35  HPLC-Analyse von P. tricornutum unter periodischem Starklichtstref3. Der Abbildung
liegt derselbe Datensatz zugrunde wie Abb. 3.4. Dargestellt ist hier das Detektorsignal
bei 480 nm. Pigmentextrakt von Zellen (A) nach 10 min Belichtung mit HL1 (700 pmol
Photonen-m?s™), (B) nach 6 h Belichtung mit HL1 und (C) nach 6 h HL1, gefolgt von
10 min LL (40 umol Photonen-m™.s™). Peak Nr. 9 = Chl a; die Identitét der Peaks Nr. 11,
12 und 13 wurde im folgenden genauer untersucht.

Eine detaillierte Auswertung der HPLC-Chromatogramme ergab, dal3 P. tricornutum im Starklicht
noch weitere Carotinoide akkumuliert, wenn auch nur in sehr geringen Mengen im Vergleich zu den

Pigmenten des VAZ-Zyklus. Die Detektion dieser Pigmente bei 440 nm wird durch Uberlagerung von
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Chl a-Derivaten erschwert (vgl. Abb. 3.4). Dieses Problem kann aber durch eine Auswertung der
Extinktion bei 480 nm umgangen werden, da Chl a bei dieser Wellenlange nur sehr schwach absor-
biert. Abb. 3.5 zeigt entsprechende Chromatogramme bei 480 nm. Es ist zu erkennen, dal3 nach 6 h
Starklicht ein zuvor im Schwachlicht schon vorhandenes Pigment (Abb. 3.5.A, Peak Nr. 11) deutlich
zugenommen hat und ein weiteres Pigment neu akkumuliert wird (Abb. 3.5.B, Peak Nr. 12). Aul3er-
dem sind sehr geringe Mengen eines dritten Carotinoids (Peak Nr. 13) detektierbar.

Wahrend der anschliefRenden Schwachlichtphase nimmt Peak Nr. 12 ab, wahrend gleichzeitig Peak
Nr. 11 hoher wird. Auch in diesem Fall kénnte also das dem Retentionsverhalten nach hydrophilere
Pigment Nr. 11 ein Epoxidierungsprodukt des Pigmentes Nr. 12 darstellen. Das Online-Spektrum von
Peak Nr. 11 (Tab. 3.4) zeigt groRe Ahnlichkeit zum Spektrum des Mono-Epoxides Ax (Tab. 3.2),
gleiches gilt fir die Spektren von Peak Nr. 12 und der nicht epoxidierten Pigmente Zx bzw. b-Carotin.
Die Retentionszeit von Peak Nr. 12 liegt nahezu mittig zwischen den Zeiten von Zx und b-Carotin. Zx
besitzt an beiden Jononringen je eine Hydroxylgruppe in C3-Stellung, b-Carotin ist ein reiner
Kohlenwasserstoff. Dies legt die Vermutung nahe, dal3 es sich bel dem Pigment Nr. 12 um das
Monohydroxy-Derivat von b-Carotin handeln kénnte, also um b-Cryptoxanthin (Cx, Abb. 3.6).
Pigment Nr. 11 konnte das entsprechende Epoxidierungsprodukt darstellen, namlich b-Cryptoxanthin-
Epoxid (CxE).

SV Yo Yo Y Y Y2 YV YV S

HO

b-Cryptoxanthin (Cx)

b-Cryptoxanthin-Epoxid (CxE)

Abb. 3.6  Strukturformeln von b-Cryptoxanthin (b,b-Carotin-3-ol) und b-Cryptoxanthin-Epoxid
(5,6-Epoxy-5,6-dihydro-b,b-Carotin-3-al).



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 55

Cx
0,4 -
£
[
o 0,34
3
‘©
o]
5 02-
< CXE
g2
o 0.1 - VX
0 T T T T T 1
0 10 20 30

Retentionszeit [min]
Abb. 3.7 HPLC-Analyse eines Pigmentextraktes aus Frichten der Papaya (Carica papaya)
nach Verseifung. Cx = b-Cryptoxanthin, CxE = b-Cryptoxanthin-Epoxid, Vx =
Violaxanthin.

Um die vermutete ldentitdt dieser beiden Pigmente abzusichern, wurden zunéchst die Referenz-
pigmente Cx und CXE aus Friichten der Papaya (Carica papaya) gewonnen (Khachik et al. 1991). Ein
Pigmentextrakt aus Papaya wies nach Verseifung zwei ausgeprégte Peaks auf (Abb. 3.7), deren
Retentionszeiten und Online-Spektren von denen der Pigmente Nr. 11 und 12 aus P. tricornutum nicht
Zu unterscheiden waren. Der Sduretest auf Anwesenheit von 5,6-Epoxidgruppen bestédtigte das
Vorhandensein einer solchen Gruppe in CXE aus Papaya und in Pigment Nr. 11 aus P. tricornutum.
Papaya-Cx und Pigment Nr. 12 aus der Diatomee zeigten in Einklang mit der hypothetischen Identifi-
kation keine Veranderung ihrer Absorptionseigenschaften (Tab. 3.4). Weiterhin wurde Pigment Nr. 11
aus P. tricornutum isoliert und einer massenspektrometrischen Analyse unterzogen. Wie Tab. 3.4
zeigt, wies die dominierende lonenspezies eine Molekillmasse auf, dieim Falle ihrer Identitét mit CxE
dem [M-1]"-Ion entsprechen wiirde. Diese Interpretation ist im Einklang mit der schon fir die Epoxide
Vx, Ax und Ddx beobachteten Dominanz des [M-1]*-lons (Tab. 3.3).

Das Absorptionsspektrum von Pigment Nr. 13 ist mit dem von CXE praktisch identisch, und nach
Sdureeinwirkung zeigte es ebenfalls die fur eine Furanoidumlagerung typische Absorptionsverschie-
bung (Tab. 3.4). Seine Retentionszeit legt das Vorhandensein von nur einer Sauerstoffunktion nahe,
und seine Alkalistabilitat spricht gegen einen Xanthophyllester. Deshalb handelt es sich bei Pigment
Nr. 13 sehr wahrscheinlich um b-Carotin-Epoxid. Da jedoch die flr eine zweifelsfreie Identifikation
erforderlichen Kriterien nicht erfullt sind und kein Referenzpigment vorlag, wird dieses Xanthophyll
gemal3 der von Schiedt und Liaaen-Jensen (1995) vorgeschlagenen Nomenklatur im folgenden als
»b-Carotin-Epoxid-aghnlich* bezeichnet.
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Tab. 3.4 Retentionszeiten und Charakteristika der Online-Spektren der in P. tricor nutum nach
6 h Starklicht lediglich in geringen Mengen gefundenen Carotinoide. Die Referenz-
pigmente CxE und Cx aus Frichten der Papaya (Carica papaya) waren nicht von den
entsprechenden Pigmenten aus P. tricornutum zu unterscheiden. CxE aus P. tricornutum
wurde auRerdem isoliert und massenspektrometrisch untersucht. CarE-like = b-Carotin-
Epoxid-ahnlich. Rts, = Retentionszeit auf Saule 2.

Pigment Rts Absor ptionsmaxima [11/11- | Theor. Hauptpeak lonen-

[min] [nm] Wert M, (MALDI)  spezies

Nr. 11 (CxE) 19,0 - 449 476 0,58 568,4 567,4 [M-1]"
nach HCI 19,2 - 430 455 0,50
Nr. 12 (Cx) 20,5 - 455 481 0,27

nach HCI " - " " "

Nr. 13 (CarE-like) 224 - 448 476 0,60
nach HCI 22,5 - 430 456 0,54

15 Der Viola-/Anthera-/Zeaxanthin-Zyklus und ein b-Cryptoxanthin-
Epoxid/b-Cryptoxanthin-Zyklus als zwel weitere Xanthophyllzyklen
neben dem Diadino-/Diatoxanthin-Zyklus in  Phaeodactylum
tricornutum

In einem weiteren Experiment wurde getestet, ob die in P. tricornutum nach 6 h Starklicht neu beob-
achteten Pigmente Vx, Ax und Zx sowie CxE und Cx tatséchlich an den Xanthophyllzyklusreaktionen
teilnehmen. Hierzu wurden die Algen direkt nach der Starklichtphase zweima mit je 20 min
Schwachlicht, gefolgt von 10 min Starklicht inkubiert. Vor jedem Wechsel der Lichtintensitét wurde
eine Algenprobe fur die HPLC-Analyse genommen. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.8 dargestellt. Die
Xanthophylle wurden hier in drei Pools zusammengefaldt, den DT-Pool mit den Pigmenten Ddx und
Dtx (Abb. 3.8.A), den VAZ-Pool mit Vx, Ax und Zx (Abb. 3.8.B), und den CE-Pool mit CxE und Cx
(Abb. 3.8.C). Alle Pigmentmengen sind auf Chl a bezogen, da die Chl a-Konzentration der Algensus-
pension Uber die einstiindige Versuchsdauer hinweg praktisch konstant blieb.

Am Ende der sechsstiindigen Starklichtperiode dominieren im DT- und im VAZ-Pool erwartungs-
gemal die deepoxidierten Pigmente Dtx bzw. Zx, wahrend im CE-Pool das epoxidierte CxE im
leichten UberschuR vorliegt. Nach der ersten 20mindtigen Schwachlichtphase (1. LL) haben in alen
drei Pools die epoxidierten Pigmente zugenommen. Die Zunahme an CxE fallt aufgrund des bereitsim
Starklicht vorhandenen relativ hohen Anteils dieses Pigmentes nicht so deutlich aus wie die der ande-
ren Epoxy-Xanthophylle. Bei Betrachtung der prozentualen Abnahme der deepoxidierten Formen
wahrend dieser Schwachlichtphase (Abb. 3.8.D) zeigen sich aber fir alle drei Pools vergleichbare
Werte, die zwischen 40 und 60% liegen.
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Abb. 3.8  Pigmentumwandlungen innerhalb der drei in P.tricornutum beobachteten Xantho-
phyllzyklus-Pools unter wiederholtem Wechsel zwischen HL1 (700 umol Photonen-m®
25" und LL (40 pmol Photonen-m?:s?). Dargestellt sind die Anderungen des DT-Pools
(A), des VAZ-Pools (B) und des CE-Pools (C) sowie die prozentuale Anderung der
deepoxidierten Xanthophylle in jedem der drei Pools wéahrend der Lichtintensitatswechsel
(D). Weitere Erlauterungen im Text.

In der anschlief3enden ersten zehnmindtigen Starklichtphase (1. HL) findet lediglich im DT-Pool eine
praktisch vollstandige Rickwandlung von Ddx zu Dtx statt, Zx und Cx erreichen nur knapp 80% des
Ausgangsniveaus. Dennoch ist in allen drei Pools eine erneute Zunahme der deepoxidierten
Pigmentformen auf Kosten der epoxidhaltigen Pigmente erkennbar. Auch bei einem weiteren Wechsel
von Schwachlicht und Starklicht (2. LL, 2. HL) wiederholt sich dieser Zyklus in alen drei Pools.
Sowohl der VAZ- als auch der CE-Pool zeigen dabel Uber die Zeit eine Abnahme, wahrend der DT-
Pool zunimmt. Dies deutet zumindest im Fall des VAZ-Pools bereits auf eine mogliche Umwandlung
in Richtung DT-Pool hin. Das Experiment wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt und lieferte sehr gut
reproduzierbare Ergebnisse. Somit kann gefolgert werden, daf3 die untersuchten Pigmente tatsachlich
drei Pools bilden, innerhalb derer lichtintensitétsabhangig eine rasche Umwandlung der Pigmente
ineinander erfolgen kann. Man kann somit von drel paralld ablaufenden Xanthophyllzyklen in

P. tricornutum sprechen.
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1.6 Ursachen fur die Akkumulation der neuen Xanthophyllzyklus-Pools
im Starklicht

Da die Akkumulation des VAZ-Pools und des CE-Pools nur unter langerer Starklichtinkubation
erfolgte und dabei bevorzugt die deepoxidierten Xanthophyllspezies angereichert wurden, sollte im
folgenden die Rolle der Xanthophyllzyklus-Deepoxidase bei der Akkumulation ndher untersucht
werden. Zudem stellte sich die Frage, ob die Pigmente des VAZ-Zyklus aus den bereits im
Schwachlicht vorhandenen Pigmenten Ddx und Fx gebildet werden kénnen oder ob fir ihre Akkumu-

lation eine de-novo-Synthese von Carotinoiden erforderlich ist.

1.6.1 Einfluf® der Lichtintensitat auf die Akkumulation

Um den Einfluld der Deepoxidase auf die Zunahme der drei Xanthophyllzyklus-Pools zu kléren, wurde
zunéchst die Aktivitét der Deepoxidase in den Algenzellen durch die Wahl verschiedener Lichtinten-
sitdten moduliert. Die Anderungen der einzelnen Xanthophyllzykluspigmente nach sechsstiindiger

Inkubation bei finf verschiedenen Intensitéten sind in Tab. 3.5 zusammengefalt.

Tab. 3.5 Anderungen des Gehaltes an den drei Xanthophyllzyklus-Pools in einer
P. tricor nutum—Kultur in Abh&ngigkeit von der Lichtintensitat. Der Deepoxidierungs-
status (DPS) des DT- und des CE-Pools entspricht dem Anteil der deepoxidierten Spezies
Dtx baw. Cx am jewelligen Pool. Als DPS des VAZ-Pools ist der Quotient
(Vx+0,5-AX) / (Vx+Ax+ZX) angegeben.

Pigment Vor HL 6 h bei 500 6 h bei 700 6 h bei 800 6 h bei 1000
[umol -L ™ pmol-m?s?  pmol-m?s'  pmol-m?s®'  pmol-m?s*
Ddx 0,211 0,103 0,049 0,042 0,035
Dtx 0,008 0,414 0,321 0,286 0,277
DT-Pool 0,219 0,518 0,370 0,328 0,312
DPSy1_pool 0,04 0,80 0,87 0,87 0,89
VX 0,014 0,025 0,023 0,018 0,012
AX 0,003 0,020 0,027 0,025 0,025
ZX 0,002 0,092 0,185 0,204 0,248
VAZ-Pool 0,019 0,137 0,234 0,248 0,285
DPSyaz-pool 0,18 0,75 0,85 0,88 0,91
CxE 0,011 0,017 0,019 0,021 0,025
Cx 0 0,005 0,011 0,014 0,017
CE-Poaol 0,011 0,022 0,030 0,034 0,041
DPScE-pool 0 0,23 0,36 0,40 0,40

DT+VAZ+CE 0,249 0,677 0,634 0,610 0,638




ERGEBNISSE UND DISKUSSION 59

Abb. 3.9 illustriert die absoluten Veranderungen des VAZ-Pools und des DT-Pools. Die Summe
beider Pools am Ende der jeweiligen Starklichtphase wird durch die Lichtintensitdt praktisch nicht
beeinfluldt (vgl. Tab. 3.5), sie betragt etwa das Zweieinhalbfache der Ausgangsmenge.

Eine hohere PFD fihrt jedoch zu einer stérkeren Zunahme des VAZ-Pools auf Kosten der Zunahme
des DT-Pools. Die Verteilung der neu gebildeten Xanthophylle verschiebt sich demnach vom DT-Pool

zum VAZ-Pool, wodurch im Extremfall beide Pools anndhernd gleich grof3 werden kénnen.
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Abb.3.9  Zunahme und Verteilung der wahrend einer sechsstiindigen Starklichtinkubation neu
gebildeten Xanthophyllzykluspigmente in P. tricornutum 2zwischen den Pools von
DT-Zyklus und VAZ-Zyklus in Abhangigkeit von der PFD. Fir jede Lichtintensitat
wurden zwei Proben analysiert, deren Ergebnisse sich um weniger als 1% unterschieden.
Die Zunahme der Deepoxidase-Aktivitat mit hoherer PFD zeigt sich in einer verstérkten
Deepoxidierung von Ddx (eingefligte Grafik).
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Abb. 3.10 Zunahme und Verteilung der wahrend einer sechsstiindigen Starklichtinkubation neu
gebildeten Pigmente des CE-Zyklus in P. tricornutum in Abhangigkeit von der PFD.
Fur jede Lichtintensitéat wurden zwei Proben analysiert, deren Ergebnisse sich um weni-
ger als 1% unterschieden.
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Auch die Zunahme des CE-Pools ist mit der Lichtintensitéat positiv korreliert. Wahrend jedoch die
anderen beiden Pools am Ende der Starklichtphase einen Deepoxidierungsgrad von bis zu 90%
aufweisen, Uberwiegt im CE-Pool auch bel der hochsten PFD immer noch die epoxidierte Spezies CxE
(Tab. 3.5). Und obwohl sich der CE-Pool bei Inkubation mit 1000 pmol Photonen-m®.s™* vervierfacht,
ist seine absolute Zunahme im Vergleich zur Akkumulation der anderen beiden Xanthophyllzyklus-

Pools gering.

1.6.2 EinfluR der Hemmung von Deepoxidase oder Carotinoidbiosynthese auf die Akkumula-
tion

Die Bedeutung der Deepoxidase firr die Zunahme der VAZ- und des CE-Pools zeigte sich auch, wenn
das Enzym vor Beginn der Starklichtphase durch Zugabe von DTT inhibiert wurde. Wie aus
Abb. 3.11.A ersichtlich, fuhrt die Anwesenheit von 500 uM DTT in der Algensuspension zu einer
stark beeintréchtigten Deepoxidierung von Ddx zu Dtx im Vergleich zur Kontrolle ohne Hemmestoff-
zusatz. Die Zunahme an Zx wird durch DTT praktisch vollstandig unterbunden (Abb. 3.11.B), statt
dessen ist ein leichter Anstieg des Gehaltes an Vx und an Ax zu beobachten. Insgesamt wéchst der
VAZ-Pool aber deutlich langsamer als in der Kontrollkultur. Auch der CE-Pool (Abb. 3.11.C) zeigt
unter DTT eine langsamere Zunahme, was darauf zurtickzufihren ist, dald nun die Anreicherung von
Cx unterbleibt.

Die Akkumulation von Pigmenten des VAZ- und des CE-Pools lief? sich auch durch Zugabe von
Norflurazon zur Algenkultur unterbinden. Norflurazon verhindert die Neusynthese von Carotinoiden
durch Hemmung des Enzyms Phytoen-Desaturase (Sandmann et al. 1989). Die Deepoxidase wird
durch den Hemmstoff nicht beeinflufd, wie ein Vergleich der Abnahmen von Ddx und VX unter
Norflurazon und in der unbehandelten Kontrollkultur zeigt. Jedoch ist nach Zugabe von Norflurazon
kein Anwachsen des VAZ-Pools mehr zu beobachten (Abb. 3.11.B), die Abnahme von Vx wird nur
durch eine entsprechende Zunahme an Zx ausgeglichen. CxE nimmt unter Norflurazon ab, die Akku-
mulation von Cx unterbleibt wie schon bei Zugabe von DTT (Abb. 3.11.C). Demnach speist sich die
Zunahme sowohl des VAZ- as auch des CE-Pools unter Starklicht nicht aus den bereits vorhandenen
Pigmenten, sondern ist an eine de-novo-Synthese von Carotinoiden geknupft. Dieser Befund deutet
bereits darauf hin, dal3 die Pigmente dieser beiden Pools Synthesevorstufen fir die in P. tricornutum

dominierenden Xanthophylle Ddx, Dtx und Fx darstellen.
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Abb. 3.11 Konzentrationsanderungen der Xanthophyllzykluspigmente
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wahrend der ersten 45min einer Inkubation mit HL2 (1000 pmol Photonen-m?.sY).
Die Messungen der drei Pools erfolgten an einer Kontrollkultur ohne Zusatz von Hemm-
stoffen, an einer Kultur nach Inhibierung der Deepoxidase-Reaktion durch DTT
(500 uM) und an Algen mit einer durch Zugabe von Norflurazon (5 M) gehemmten

Caratinoidbiosynthese.
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1.7 Umwandlung der im Starklicht akkumulierten Pigmente wahrend der
anschlief3enden Schwachlichtphase

Die Biosyntheseverknipfung zwischen den Pigmenten des VAZ-Pools, des DT-Pools und Fx wurde
an Algen untersucht, die zunachst fiir 6 h einer PFD von 1000 pmol-m™.s* (HL2) ausgesetzt waren.
Wie bereits in Kap. 1.1 beschrieben wurde, stagniert wahrend dieser Starklichtphase die Zunahme an
Chl a, wahrend die Carotinoide weiter akkumulieren. Aus Abb. 3.12 wird nochmals ersichtlich, dal
vor allem die Pigmente des VAZ-Zyklus zunehmen, und hier in erster Linie das Zx (Tab. 3.6). Der
Gehalt an b-Carotin erhoht sich im Starklicht nur leicht, die Konzentration an Fx nimmt sogar ab.
Nach 6 h Starklicht hat der VAZ-Pool nahezu die gleiche Grof3e erreicht wie der DT-Pooal.
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—O—Chla —— Carotinoide

Abb. 3.12 Entwicklung der Pigmente in einer P. tricor nutum-Kultur wahrend 6h Belichtung mit
HL2 (1000 umol Photonen-m?s?) und anschliefender Inkubation im LL (40 pmol
Photonen-m?.s?). Die durch gestrichelte Linien verbundenen MeRpunkte geben die
Pigmententwicklung nach Zugabe von Norflurazon (5 uM Endkonzentration) am Ende
der Sarklichtphase wieder. Anstelle des VAZ-Pools ist die Summe von VAZ- und DT-Pool
aufgetragen. Folglich 18t sich die Entwicklung des VAZ-Pools anhand der Flache
zwischen (Ddx+ Dtx) und der Summe beider Pools verfolgen.

Vor der anschlieffenden Schwachlichtinkubation wurde die Algenkultur in zwei Aliquots geteilt und
die eine Halfte mit Norflurazon (5 pM Endkonzentration) versetzt, um die Neusynthese von Caroti-
noiden zu unterbinden. Wahrend der ersten eineinhalb Stunden im Schwachlicht findet in beiden
Ansdtzen zunachst die Epoxidierung von Zx zu Vx und von Dtx zu Ddx statt (Tab. 3.6). Im Ansatz mit
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Norflurazon

(Abb. 3.12) ist wahrend der folgenden Stunden eine starke Chlorophyllzunahme zu

beobachten, wobei die Konzentration der Carotinoide sich infolge der Hemmung ihrer Neusynthese

praktisch nicht verandert. Auch die b-Carotin-Menge andert sich wahrend des gesamten Mef3zeitrau-

mes nur unwesentlich und spielt ebenso wie die Pigmente des sehr kleinen CE-Pools fir die im

folgenden beschriebenen Anderungen in den Xanthophyllkonzentrationen keine Rolle.

Tab. 3.6 Pigmentanderungen in P. tricornutum nach 6 h HL2 (1000 umol Photonen-m?.s?)
und wahrend einer anschlielfenden LL-Inkubation von 18 h. Nach der Sarklichtphase
wurde einem Aliquot der Kultur Norflurazon (Endkonzentration 5 M) zugesetzt, der
andere Teil ohne Hemmstoffzugabe diente als Kontrolle.

Pigment Vor HL 6hHL1 0,75hLL 15hLL 3hLL 45hLL 6hLL 18hLL
[umol LY
Chl a 1,628 1,636 1,653 1,657 1,736 1,787 1,846 3,223
+Nor. 1,631 1,662 1,712 1,763 1,836 2,293
Chl c//c; 0,210 0,199 0,206 0,207 0,216 0,224 0,233 0,449
+Nor. 0,201 0,207 0,214 0,221 0,231 0,307
Carotinoide 1,387 1,653 1,669 1,661 1,705 1,711 1,724 2,801
+Nor. 1,644 1,656 1,653 1,657 1,669 1,723
b-Carotin 0,114 0,135 0,128 0,120 0,116 0,113 0,119 0,228
+Nor. 0,121 0,112 0,104 0,100 0,099 0,098
CxE 0,011 0,023 0,030 0,022 0,014 0,010 0,009 0,027
+Nor. 0,027 0,020 0,010 0,006 0,005 0,001
Cx 0,000 0,017 0,005 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000
+Nor. 0,005 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000
VX 0,016 0,010 0,144 0,195 0,141 0,075 0,041 0,036
+Nor. 0,140 0,184 0,120 0,056 0,027 0,008
AX 0,003 0,023 0,060 0,024 0,010 0,007 0,006 0,007
+Nor. 0,058 0,026 0,010 0,007 0,005 0,002
Zx 0,002 0,242 0,071 0,034 0,018 0,013 0,010 0,004
+Nor. 0,075 0,037 0,018 0,013 0,010 0,002
Ddx 0,245 0,041 0,208 0,268 0,353 0,389 0,392 0,474
+Nor. 0,207 0,269 0,348 0,381 0,376 0,159
Dtx 0,009 0,264 0,107 0,068 0,046 0,036 0,029 0,019
+Nor. 0,106 0,069 0,044 0,034 0,030 0,069
Fx 0,984 0,895 0,911 0,923 1,000 1,061 1,113 2,000

+Nor. 0,902 0,932 0,992 1,053 1111 1,381

Die Menge an Fx steigt im Schwachlicht parallel zu der von Chl a an. Aber auch der DT-Pool nimmt

wahrend der

ersten vier Stunden im Schwachlicht weiter zu, gleichzeitig verkleinert sich der VAZ-

Pool drastisch. Hieraus |&3t sich schluf¥folgern, dald das im Starklicht akkumulierte Zx Uber VX in Ddx
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und Fx umgewandelt wird. Nach etwa finf Stunden im Schwachlicht ist der VAZ-Pool weitestgehend
abgebaut, fast das gesamte Dtx ist zu Ddx epoxidiert worden, und nun beginnt auch der Ddx-Gehalt
abzunehmen; allein die Fx-Menge nimmt weiter zu. Diese Beobachtung zeigt, dald in P. tricornutum
Ddx zur Synthese von Fx dienen kann.

Aus Tab. 3.6 wird ersichtlich, dalR auch in der Kontrollkultur ohne Zusatz von Norflurazon im
wesentlichen die gleichen Umwandlungsprozesse ablaufen. Wahrend der ersten sechs Stunden im
Schwachlicht zeigen beide Ansétze gleiche Zuwachsraten an Chl a und Chl ¢,/c,. Zudem wéchst der
Carotinoidgehalt der Kontrollkultur in diesem Zeitraum deutlich langsamer als wahrend der vorange-
gangenen Starklichtphase. Der Carotinoidzuwachs macht sich lediglich in den Poolgréfien der drei
Pigmente b-Carotin, Vx und Ddx bemerkbar, die Epoxidierungsreaktionen sowie die Fx-Entwicklung
verlaufen in beiden Ansétzen parallel. Zu deutlichen Unterschieden kommt es erst im weiteren Verlauf
der Schwachlichtinkubation. Nach 18 h Schwachlicht ist die Chlorophyllneubildung in der mit Norflu-
razon versetzten Algenkultur weit hinter der Syntheseleistung der Kontrollkultur zurtickgeblieben. In
letzterer hat sich der Chlorophyllgehalt verdoppelt, wahrend er in der Norflurazon-Kultur im gleichen
Zeitraum nur um 40% gestiegen ist. Gleiches gilt auch fur die Entwicklung von Fx. Demnach fiihrt die
Hemmung der Carotinoidbiosynthese langerfristig auch zu einer Beeintréachtigung der Chlorophyll-
bildung. Zudem féallt auf, dal3 eine enge Kopplung der Entwicklung von Chl a und Fx zu bestehen

scheint.

1.8 Diskussion der Akkumulation der drei Xanthophyllzyklus-Pools in
Phaeodactylum tricornutum

Die Zusammensetzung der in Kiesedlalgen vorkommenden Carotinoide war bereits Gegenstand zahl-
reicher Untersuchungen. So berichtet schon Kylin (1927), dal3 Diatomeen das erstmals bei Braunalgen
beschriebene Fx enthaten. Im Verlauf weiterer Untersuchungen wurden ferner b-Caratin, Diadino-
xanthin und Diatoxanthin als stets vorhandene Carotinoide identifiziert (Strain et al. 1944, Parsons
1961, Jeffrey 1961, 1968, Hager und Stransky 1970b, Stauber und Jeffrey 1988, Pennington et al.
1988; in alen genannten Arbeiten gehdrte P. tricornutum zu den untersuchten Algenarten). Auch das
Vorhandensein des DT-Zyklus in Kieselalgen wurde bereits vor 30 Jahren durch Hager und Stransky
(1970b) gezeigt. Seit der Entdeckung, dal3 der im Pflanzenreich nahezu ubiquitér verbreitete Xantho-
phyllzyklus an der Dissipation Uberschiissiger Lichtenergie beteiligt ist (Demmig et a. 1987), wurde
der DT-Zyklus bei Diatomeen wiederholt untersucht (Demers et al. 1991, Willemoés und Monas 1991,
Arsalane et a. 1994, Olaizola und Yamamoto 1994, Olaizola et a. 1994, Latasa 1995, Muller 1995,
Mdller und Wilhelm 1997, Casper-Lindley und Bjérkman 1998, Oku und Kamatani 1999). Deshab
erscheint es zunachst sehr Uberraschend, dal3 in keiner dieser Arbeiten Xanthophylle des VAZ-Zyklus
gefunden wurden.

Wie die Ergebnisse in Kap. 1.6 zeigen, sind fur die Akkumulation der Pigmente des VAZ-Zyklus
wie auch des CE-Zyklus drei Faktoren von besonderer Bedeutung: Zunachst ist eine hohe Aktivitat der
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Xanthophyllzyklus-Deepoxidase erforderlich (Abb. 3.9-3.11), weiterhin die Neusynthese von Caroti-
noiden (Abb. 3.11), und schliefdlich 181} sich erst mehrere Stunden nach dem Lichtintensitétswechsel
eine signifikante Akkumulation beobachten (Abb. 3.12).

Die zuvor genannten Untersuchungen zur Pigmentzusammensetzung sowie ein Teil der Studien zum
Xanthophyllzyklus erfolgten an Algen, die unter konstanten Lichtbedingungen kultiviert wurden.
Inkubation der Algen in konstantem Starklicht hat eine entsprechende Akklimatisierung der Algen zur
Folge: Die Pigmentkonzentration pro Zelle wird erniedrigt (Falkowski 1980, Falkowski et al. 1985,
Sukenik et al. 1988), wahrend die Konzentration der Calvinzyklus-Enzyme, wie z.B. der RUBISCO,
gleich bleibt (Sukenik et al. 1987) oder sogar erhoht wird (Fisher et al. 1989). Unter diesen Bedingun-
gen ist die Aktivitdt der Xanthophyllzyklus-Deepoxidase und damit der Deepoxidierungsgrad des
DT-Pools gering (Willemoés und Monas 1991, Goericke und Welschmeyer 1992b), folglich ist eine
nennenswerte Akkumulation von Zx nicht zu erwarten. Bei anderen Untersuchungen zum Xantho-
phyllzyklus von Diatomeen wurden die Algen vor Beginn der eigentlichen Starklichtphase bereits bei
einer relativ hohen Lichtintensitét angezogen (PFD von 100 pmol-m™?.s* bei Arsalane et al. 1994
sowie Casper-Lindley und Bjérkman 1998, 120 pmol-m2s* bei Olaizola et a. 1994, 365 pmol-m2.s*
bei Olaizolaund Y amamoto 1994). In diesen Féllen ist ebenfalls von einer partiellen Akklimatisierung
der Algen an erhdhte Lichtintensitdten auszugehen, die eine geringere Deepoxidase-Aktivierung im
Zuge der Starklichtinkubation zur Folge haben konnte. Zudem dauerten die Starklichtperioden in
keiner der genannten Studien langer als zwel Stunden. Die in dieser Zeit akkumulierte Menge an Zx
war vermutlich zu gering, um im HPL C-Chromatogramm Aufmerksamkeit zu erregen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit stand ein leistungsfahiges HPL C-Trennsystem in Kombination
mit einem Photodiodenarray-Detektor zur Verfligung, welcher die Aufnahme von Online-Absorpti-
onsspektren aller Pigmentfraktionen ermdglichte. Hiervon profitierte besonders die Identifikation
unbekannter, gering konzentrierter Pigmente wie Cx und CxE. Die Hinzunahme des Epoxidgruppen-
Tests ermdglichte eine weitere, schnell durchfiihrbare Absicherung der Identifikation. Schliefdlich
standen durch das kontinuierliche Kulturverfahren fir die Versuche Algen mit hoher Wachstumsrate
und damit auch hoher Pigmentsyntheseaktivitét zur Verfiigung, wodurch die Untersuchung der neu
beobachteten Pigmente und der Ursachen ihres Auftretens deutlich erleichtert wurde.

Die Daten aus Kap. 1.7 zeigen, dal3 P. tricornutum das im Starklicht angereicherte Zx Uber VX zu
Ddx und Fx umwandelt. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dal3 Vx auch im Schwachlicht als
Precursor fir die Synthese von Ddx und Fx dient. Schon 1969 diskutierten Bonnett und Mitarbeiter
Violaxanthin al's mdgliche Vorstufe der Fx-Synthese in Braunalgen. Swift et al. (1982) zeigten, dal3im
Dinoflagellat Amphidinium carterae Ddx und Peridinin Uber die Vorstufen Zeaxanthin und trans-
Neoxanthin synthetisiert werden. Swift und Milborrow (1981) postulierten daraufhin die Bildung von
Ddx aus Vx Uber Neoxanthin als Zwischenstufe (Abb. 3.13), ohne jedoch die Beteiligung von Vx

experimentell belegen zu kdnnen. Goericke und Welschmeyer (1992b) wiederum schlossen aus der
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Kinetik der Pigmentmarkierung in der Diatomee Thalassiosira weissflogii nach Zusatz von **C-Bicar-
bonat, dal3 ein Teil des Ddx als Precursor-Pool fir die Fx-Synthese dient.

|{|1:B (B
<O H 4
HO \ >
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VX Neoxanthin Ddx

Abb. 3.13 Von Swift und Milborrow (1981) postulierter Mechanismus der Synthese von Ddx aus
Vx. Dieser Hypothese nach ware die 5,6-Epoxidgruppe in Vx Ausgangspunkt fir die
Bildung sowohl der allenischen Gruppe, wie sie in Neoxanthin und Fx zu finden ist, als
auch der acetylenischen Gruppe in Ddx und Dtx.

Die Ergebnisse aus Kap. 1.7 bestdtigen die bisherigen Vorstellungen zur Synthese von Ddx und Fx
und belegen erstmals die Beteiligung von Vx. AulRerdem sind mit Cx und CxE zwei potentielle
Zwischenstufen bel der Synthese von Vx aus b-Carotin identifiziert worden, deren Vorhandensein in
Kieselalgen bisjetzt nicht belegt war.

Phytoen
b-Carotin
Cx L} CxE
: HL
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ZX —V‘ AX —V‘ VX
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LL
Dtx —V' Ddx
HL i
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Abb. 3.14 Hypothetische Verknlipfung der in P.tricornutum identifizierten Xanthophyllzyklen
mit der Biosynthese von Fx.
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Abb. 3.14 fald die oben diskutierten Ergebnisse zu einem hypothetischen Syntheseweg der Xantho-
phylle in P. tricornutum zusammen. Auf der Basis dieses Schemas resultiert die Akkumulation des
VAZ-Pool daraus, dai3 die starklichtinduzierte Deepoxidase-Reaktion mit der im Schwachlicht favori-
sierten Umwandlung von Vx zu Ddx und Fx konkurriert. Die Deepoxidase-Reaktion entzieht dabei
dem Biosyntheseweg zu Fx die Substrate. Bei einer niedrigen Deepoxidase-Aktivitat akkumulieren die
neu synthetisierten Carotinoide Uberwiegend in Form von Dtx, doch mit zunehmender Deepoxidie-
rungsrate werden sie bereits auf der Stufe des Zx , abgefangen* (vgl. Abb. 3.9). Im nachfolgenden
Schwachlicht werden die in Form von Zx und Dtx gespeicherten Carotinoide epoxidiert und so dem
Fx-Biosyntheseweg zugeleitet. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob die Deepoxidierung
von Ddx, VX, Ax und CxE in P. tricornutum vom gleichen Enzym katalysiert wird oder ob die Algen
Uber mehrere Deepoxidase-lsoformen verfiigen. Gleiches gilt fir die Epoxidierung von Dtx, Zx, Ax
und Cx. Bemerkenswerterweise ergaben Substratstudien an einer aus Salat (Lactuca sativa) aufgerei-
nigten Vx-Deepoxidase, dal? dieses Enzym dazu in der Lage ist, auch Ddx und CXE zu deepoxidieren,
obwohl zumindest Ddx in Gefél3pflanzen nicht vorkommt (Y amamoto und Higashi 1978). Somit wére
es prinzipiell moglich, dald auch zur Katalyse der in P. tricornutum beobachteten Reaktionen nur eine
Deepoxidase erforderlich ist. Eine néhere Untersuchung dieser Frage erfolgt in Kap. 2.1.3. Zu erwéah-
nen bleibt noch die Beobachtung, dal die Vx-Deepoxidase aus Salat ebensowenig b-Carotin-Epoxid
als Substrat akzeptiert wie Antheraxanthin-A, bel dem die 3-Hydroxylgruppe und die 5,6-Epoxid-
gruppe auf der gleichen Seite von der Jononringebene abgewinkelt sind (cis-Epoxid mit 3S, 5S, 6R-
Konfiguration). Das Enzym hat demnach eine Stereospezifitat fur 3-Hydroxy-5,6-Epoxy-Carotinoide
mit 3S, 5R, 65-Konfiguration (Yamamoto und Higashi 1978). Dieser Befund kann Hilfestellung fur
die Beantwortung der Frage nach der Konfiguration des in P. tricornutum identifizierten CxE leisten,
Uber die mit den hier verwendeten Methoden keine Aussage gemacht werden kann. Unter der
Annahme, dal3 das fiir die Deepoxidierung von CxE in P. tricornutum verantwortliche Enzym die
gleiche Substratspezifitét hat wie die Deepoxidase aus Salat, sollte CxE aus P. tricornutum die bereits
in Abb. 3.6 dargestellte 3S, 5R, 6S-Konfiguration aufweisen.

Fx und die Chlorophylle erscheinen in ihrer Entwicklung eng miteinander korreliert. So stagnieren
im Starklicht die Konzentrationen beider Pools (Abb. 3.12), um im nachfolgenden Schwachlicht
paralel anzusteigen. In diesem Zusammenhang sind besonders die Unterschiede in der [angerfristigen
Pigmententwicklung zwischen der Kontrollkultur und den mit Norflurazon versetzten Algen bemer-
kenswert (Tab.3.6). In den Algen mit gehemmter Carotinoidbiosynthese bleibt nach 18 h
Schwachlicht nicht nur der Gehalt an Fx, sondern auch der an Chl aund Chl ¢;/c, um 30% hinter dem
der Kontrolle zuriick, obwohl wahrend der ersten 6 h noch keine Unterschiede zwischen beiden Kultu-
ren auftraten. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dal3 der unter anhaltender Hemmung der
Carotinoidbiosynthese eintretende Mangel an Fx die weitere Akkumulation der Chlorophylle unter-
bindet. Mewes (1997) konnte an UV-behandelten Kulturen von P. tricornutum auch den umgekehrten
Effekt beobachten. Dort flihrte unter bestimmten Bedingungen eine Inkubation der Algen mit Stark-
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licht und UV-B im nachfolgenden Schwachlicht zu einer paralelen Abnahme von Chl a und F¥,
obwohl die Summe der anderen Carotinoide weiter zunahm.

Die enge Korrelation von Chlorophyll- und Fx-Entwicklung ist dadurch erklarbar, dal3 Chl a,
Chl ¢i/c, und Fx in definierter Stochiometrie an die Lichtsasmmelkomplexe der Kieselalgen, die
Fx-Chl-Proteine (FCP) gebunden sind (Friedman und Alberte 1984, Gugliemelli 1984, Owens und
Wold 1986, Caron und Brown 1987, Berkaloff et al. 1990). Nach einem Wechsel von Schwachlicht-
zu Starklichtinkubation zeigen Kieselalgen nicht nur die auch im Rahmen dieser Arbeit beobachtete
Reduktion der Chlorophyllbiosynthese bei ansteigender Wachstumsrate (Post et al. 1984), sondern
zugleich auch eine stark verminderte FCP-Akkumulation (Friedman und Alberte 1986). Bei Ruickfiih-
rung der Algen vom Starklicht ins Schwachlicht ist ein rascher Anstieg sowohl der Chlorophyll- als
auch der FCP-Apoproteinsynthese zu beobachten (Post et a. 1984, Friedman und Alberte 1986). Die
enge Korrelation von Fx-Bildung und FCP-Synthese lief3e sich mit Hilfe einer von Plumley und
Schmidt (1995) fur die Biogenese des LHC Il der Hoheren Pflanzen formulierten Hypothese erkléren.
Die Autoren postulierten, dai3 die Synthese des an den nativen LHC Il gebundenen cis-Neoxanthins
aus der Vorstufe Violaxanthin eine Wechselwirkung des katalysierenden Enzyms mit bestimmten
Domanen des LHC-Apoproteins erfordert. Im Falle der Kieselalgen wirde ein solcher Mechanismus
auf elegante und zugleich effektive Weise sicherstellen, dal? die Synthese an Fx dem aktuellen FCP-
Bedarf angepaldt ist. Die Vorstufen Ddx und Vx lief3en sich in diesem Rahmen als rasch mobilisierbare
Reservepaools fir die Fx-Synthese interpretieren. Dieser Gedanke wird in Kapitel 3.3 noch ausfiihrli-
cher diskutiert.

Der starklichtinduzierte Anstieg des CE-Pools féallt im Vergleich zur Akkumulation des VAZ-Pools
sehr gering aus. Auch hier wird hauptséchlich die deepoxidierte Spezies Cx angereichert, alerdings
nimmt die CxE-Konzentration im Starklicht ebenfalls noch leicht zu (Abb. 3.10). Somit scheint ein
Teil des CxE fir die Deepoxidase nicht zuganglich zu sein. Grundsétzlich sind fir die Akkumulation
des CE-Pools aber die gleichen Faktoren entscheidend wie im Falle des VAZ-Pools. Mégliche Griinde
flr den im Starklicht unverandert hohen CxE-Anteil sowie die geringe Akkumulationsrate des CE-
Pools werden in Kap. 2.5 ausfuhrlicher diskutiert. Dort wird auch naher auf die Rolle von Cx und CxE

bei der Biosynthese von Vx aus b-Carotin eingegangen.
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2. Bestimmung der Xanthophyllumwandlungskinetiken in
Phaeodactylum tricornutum und Modellierung der Xantho-
phyllbiosynthesein Kieselalgen

In den folgenden Versuchen wurden zeitaufgeloste Messungen der Pigmenténderungen in

P. tricornutum und Cyclotella meneghiniana durchgefiihrt, aus denen die Kinetiken verschiedener

Pigmentumwandlungsschritte ermittelt werden konnten. Ferner wurde mittels der experimentell

bestimmten Wachstumsraten und der steady-state-Pigmentgehalte einer Turbidostatkultur von

P. tricornutum fir jede Teilreaktion des bereits in Abb. 3.14 gezeigten hypothetischen XanthophylI-

biosyntheseschemas eine theoretisch zu erwartende Ratenkonstante berechnet. Der Vergleich von

gemessenen und theoretischen Ratenkonstanten ermdglicht die Evaluation von Modellen der Xantho-

phyllbiosynthese in Kieselalgen.

2.1 Kinetiken der Pigmentumwandlungen im Rahmen des Xanthophyll-
zyklus

Zunéchst erfolgte eine eingehendere Untersuchung der Reaktionen, die in P. tricornutum im Rahmen
des Xanthophyllzyklus ablaufend. Dabel wurden die Umwandlungskinetiken sowohl in Kulturen vor

Beginn der Starklichtzyklen als auch unter periodischer Starklichtbehandlung ermittelt.

2.1.1 Xanthophyllzykluskinetiken einer Schwachlichtkultur

Unter Schwachlichtbedingungen angezogene Turbidostatkulturen von P. tricornutum zeigten im
Starklicht eine rasche Deepoxidierung von Ddx zu Dtx (Abb. 3.15.A). Allerdings wurde innerhalb der
ersten Minuten nur ein Teil desin den Algen vorhandenen Ddx deepoxidiert. Im weiteren Verlauf der
Starklichtinkubation war eine deutlich verlangsamte Ddx-Abnahme zu beobachten. Eine Kurvenre-
gression der Mef3werte zeigte, dai sich die Ddx-Abnahme als eine biexponentielle Funktion folgender

Form beschreiben 1803

Ddx (t) = Ddxy + Ddxs - exp(-kpri-t) + Ddx, - exp(-K prz-t) (3.1
mit Ddx (1) = Ddx-Menge zum Zeitpunkt t,
Ddx = Nicht deepoxidierbarer Anteil an Ddx,

Ddxs, Ddx_ = Schnell bzw. langsam deepoxidierbarer Ddx-Anteil,
ko, Kotz = Ratenkonstanten der schnellen bzw. der langsamen Deepoxidi erungsreaktion.l

! Fir die Benennung der Ratenkonstanten wurde jedes Pigment mit einem Ein-Buchstaben-Code versehen. Im
tiefgestellten Index jeder Ratenkonstante gibt der erste Buchstabe das Ausgangs- und der zweite Buchstabe das
Produktpigment an. Die Codierung der Pigmente lautet: A = Ax, B = b-Carotin, C = Cx, D = Ddx, E = CxE,
F = Fucoxanthin, T = Dtx, V = Vx.
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Abb. 3.15 Kinetik der Deepoxidierung und Epoxidierung des DT-Zyklus in P. tricornutum nach

Schwachlichtakklimatisierung. Zur Bestimmung der (A) Deepoxidierungskinetik von
Ddx wurden an LL (40 pmol Photonen-m?s') adaptierte Algen fir 30 min mit HL1
(700 pmol Photonen-m.s) belichtet. Die Epoxidierungsreaktion von Dtx (B) wurde in
Algen ermittelt, die zundchst 15 min mit HL1 inkubiert und dann wieder in LL transferiert
wurden. Die durchgezogene Liniein (A) ergibt sich aus Kurvenregression unter Annahme
von z2wei Uberlagerten Zerfallskinetiken erster Ordnung (biexponentidller Zerfall), die
durchgezogene Linie in (B) entspricht einer einfachen Kinetik erster Ordnung (hier
wurde der erste Datenpunkt bei der Regression nicht beriicksichtigt). Die gepunkteten
Linien zeigen die  Produkizunahmen bei  Annahme  stdchiometrischer
Pigmentumwandlungen zwischen Ddx und Dtx. Die Pigmentkonzentrationen sind auf den
Chl a-Gehalt bezogen, da dieser wahrend des Mel3zeitraumes praktisch konstant blieb.

Tab. 3.7 Parameter der Deepoxidierung von Ddx zu Dtx in P. tricornutum. Die Versuchsbedin-
gungen entsprechen den Angaben zu Abb. 3.15.A. Die Parameter der Ddx-Abnahme
ergaben sich durch Regression der Mef3kurven nach Gleichung 3.1. Die Ratenkonstanten
sind in [min™] angegeben, die Pigmentkonzentrationen in [mmol-mol Chl a?]. Exp. =
Experiment, Mw. = Mittelwert, r2 = Korrelationskoeffizient der Regression.

EXp. k DT1 k DT2 Ddx N Ddx s Ddx L r2
1 0,498 0,105 71,4 65,6 24,5 0,998
2 0,502 0,039 56,9 69,4 31,5 1,000
Mw. 0,500 0,072

Die Regressionsergebnisse aus zwel Messungen sind in Tab. 3.7 aufgefthrt. Aus der Tabelle geht

hervor, dal3 in schwachlichtadaptierten Zellen von P. tricornutum drei verschiedene Ddx-Pools vorlie-

gen. Etwa 40% des vorhandenen Ddx stehen fiir eine schnelle Deepoxidierung zur Verfligung, weitere

20% werden mit einer deutlich langsameren Kinetik zu Dtx umgewandelt. Die verbleibenden 40%,

also 60 bis 70 mmol Ddx pro mol Chl &, sind einer Deepoxidierung nicht zuganglich. Aus Abb. 3.15.A
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geht ferner hervor, dal3 der Gehalt an Dtx im Laufe der Starklichtinkubation stérker zunimmt, als dies
bei stéchiometrischer Umwandlung von Ddx zu Dtx zu erwarten ware. Der zusétzliche Anstieg an Dtx
ist auf die parallel zur Deepoxidierung stattfindende Neusynthese von Carotinoiden zuriickzufiihren.
Wurden die Algen nach 15 min Starklichtbehandlung wieder ins Schwachlicht transferiert, so setzte
unmittelbar die Rickwandlung von Dtx zu Ddx ein (Abb. 3.15.B). Die Dtx-Abnahme lie3 sich als eine

einfache Reaktion erster Ordnung mit folgender Gleichung beschreiben:
Dtx (t) = Dtxy + Dtxs - exp(-k1pt) (3.2

mit Dtx (t) = Dtx-Menge zum Zeitpunkt t,
Dtxy = Nicht epoxidierbarer Anteil an Dtx,
Dtxs =Epoxidierbarer Dtx-Anteil,
ko  =Ratenkonstante der Epoxidierungsreaktion.

Die Regressionsergebnisse aus drei Messungen sind in Tab. 3.8 zusammengestellt. Der grofdte Teil des
Dtx, das wéhrend der Starklichtinkubation gebildet wurde, steht unmittelbar fir die Riickreaktion zur
Verflgung. Ein Vergleich der Ratenkonstanten k o der Deepoxidierung und kp der Epoxidierung
zeigt, dal? letztere Reaktion nur etwa halb so schnell verlauft.

Tab. 3.8 Parameter der Epoxidierung von Dtx zu Ddx in P. tricornutum. Die Versuchsbedin-
gungen entsprechen den Angaben zu Abb. 3.15.B. Die Parameter der Dtx-Abnahme
ergaben sich durch Regression der Mef3kurven nach Gleichung 3.2. Ddx gibt die nach
15 min HL1 verbliebene Ddx-Menge an. Die Ratenkonstanten sind in [min™'] angegeben,
die Pigmentkonzentrationen in [mmol-mol Chl a]. Exp. = Experiment, Mw. = Mittel-
wert, r2 = Korrelationskoeffizient der Regression.

Exp. Ko Dtx n Dtx ¢ Ddx r2
1 0,221 11,2 83,1 68 0,999
2 0,199 12,2 86,2 66 0,998
3 0,233 14,0 83,3 61 0,998
Mw. 0,218

2.1.2 Xanthophyllzykluskinetiken einer Kultur nach 6 h Starklicht

Im néchsten Schritt erfolgte eine genauere Untersuchung der Kinetiken der Epoxidierung und
Deepoxidierung in den drei nach der sechsstlindigen Starklichtphase vorliegenden Xanthophyllzyklus-
Pools. Fur die Bestimmung der Epoxidierungskinetiken wurde eine Probenserie aus den ersten 45 min
der Erholungsphase im Schwachlicht mittels HPLC analysiert (Abb. 3.16.A-C). Zur Ermittlung der
Deepoxidierungskinetiken wurden die Algen nach der Starklichtphase zunachst fir 45 min mit
Schwachlicht inkubiert und dann erneut mit HL 1 bestrahlt (Abb. 3.16.D-F).
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in P. tricornutum
beobachteten Xanthophyllzyklen nach 6 h Starklicht. Die Algen wurden zunéchst fiir 6 h
mit HL1 (700 pmol Photonen-m?s?) belichtet. Die Epoxidierungsreaktionen (A)-(C)
wurden wahrend einer anschliefenden 45mindtigen LL-Belichtung (40 pmol
Photonen-m?s?) gemessen. Fiir die Analyse der Deepoxidierungsreaktionen (D)-(F)
wurden die Algen nach der 45minitigen LL-Phase erneut mit HL1 inkubiert. Die
durchgezogenen Linien ergeben sich aus einer Kurvenregression unter Annahme einer
Zerfallskinetik erster Ordnung (fir die Regression der Epoxidierungen in (A) und (B)
wurden die ersten drei Datenpunkte jeweils nicht berlcksichtigt). Die gepunkteten Linien
zeigen die Produktzunahmen bei Annahme stéchiometrischer Pigmentumwandiungen
innerhalb jedes Pools. Die gestrichelte Linie in (F) beschreibt die Zunahme von Cx als
Sittigungsfunktion erster Ordnung.

Der zeitliche Verlauf der Epoxidierungen entsprach in allen drei Xanthophyllzyklus-Pools dem von

Resaktionen erster Ordnung. Die Abnahme von Dtx (Abb. 3.16.A) war durch eine Kurvenregression

nach Gleichung 3.2 beschreibbar, die Regression der Anderungen von Zx und Cx erfolgte analog. In
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Tab. 3.9 sind die auf diese Weise ermittelten Parameter aus drel unabhéngigen Experimenten aufge-
listet. Die dort aufgefihrte Ratenkonstante ks, der Umwandlung von Ax zu VX wurde durch

numerische lteration der folgenden Differentialgleichung ermittelt:

Wie aus Abb. 3.16.A,B ersichtlich ist, findet wéahrend der 45 min Schwachlicht eine rasche, praktisch
stochiometrische Umwandliung von Dtx in Ddx sowie von Vx Uber Ax zu Zx statt. Direkt zu Beginn
der Schwachlichtphase l&uft die Epoxidierung noch mit einer etwas niedrigeren Rate ab, weshalb die
ersten drei Datenpunkte beider Datensétze, die einen Zeitraum von 2 min abdecken, nicht fur die
Kurvenregression berlicksichtigt wurden. Ansonsten lassen sich die gemessenen Pigmentent-
wicklungen sehr gut as Reaktionen erster Ordnung beschreiben. Der Vergleich der Ratenkonstanten
der Epoxidierungen in Tab. 3.9 zeigt, da3 Dtx, Zx und Ax mit vergleichbarer Kinetik epoxidiert
werden. Die Ratenkonstanten der schnellsten (Ax ® Vx) und der langsamsten (Dtx ® Ddx) der drei
Kinetiken unterscheiden sich in Experiment 1 um 35%, in Experiment 2 und 3 lediglich um 10%.

Tab. 3.9 Parameter der Epoxidierungsreaktionen fir die drei nach 6h Starklicht
akkumulierten Xanthophyllzyklus-Pools in P. tricornutum. Die Versuchsbedingungen
entsprechen den Angaben zu Abb. 3.16.A-C. Fir die Regression der Epoxidierungen von
Dtx und Zx ergab sich in allen Fallen ein r2 von 0,999; fur die Epoxidierung von Cx war
r2 in Exp. 1 gleich 0,974 und in Exp. 3 gleich 0,998. Exp. = Experiment, Mw. =
Mittelwert, n.a. = nicht auswertbar.

a) Ratenkonstanten [min™]

EXp. Ko Kza Kav Kce Kex Ko/ Kza
(Dtx® Ddx) (Zx® AXx) (AX® VXx) (Cx® CxE) (CXE® X)
1 0,049 0,058 0,070 0,026 0,01 0,85
2 0,068 0,073 0,076 n.a. n.a. 0,92
3 0,067 0,073 0,076 0,028 0,01 0,92
Mw. 0,061 0,068 0,074 0,027 0,01 0,90

b) PoolgréRen [mmol-mol Chl a']

Exp. Dtx n Dtxs Ddxy ZX N ZX s AX N VX N Cx Cxs CxEy

1 376 2474 8 109 1182 9 10 0,3 7,1 144
2 528 2778 9 16,6  106,3 12 15 n.a. n.a. n.a.
3 386 2259 9 153 1316 11 8 0,3 74 15,8
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Die Epoxidierung von Cx zu CxE lauft dagegen deutlich langsamer ab. Bei der Umwandlung von Cx
Zu CxE féllt weiterhin auf, dald Cx zwar Uber den gesamten Mef3zeitraum hinweg mit monoexpo-
nentieller Kinetik abnimmt, die CxE-Konzentration aber nur wéhrend der ersten 25 min eine
entsprechende Zunahme zeigt und dann rasch sinkt. Offensichtlich setzt nach etwa 25 min ein weiterer
Umwandlungsprozef3 mit CxE als Substrat ein. Fiir eine genaue Bestimmung der Ratenkonstante k
der Umwandlung von CXE in das unbekannte Produkt X reicht die Anzahl der in diesem Zeitfenster
vorhandenen Datenpunkte nicht aus; die entsprechenden Angaben in Tab. 3.9 dienen deshalb nur zur
Abschédtzung der GrofRenordnung dieser Kinetik (auch hier wurde eine Reaktion erster Ordnung
zugrunde gelegt). Aus Tab. 3.9.B wird ferner ersichtlich, dai3 etwa 90% der Pigmente Dtx, Zx und Cx,
die wéhrend der Starklichtperiode akkumuliert wurden, fur die im Schwachlicht einsetzende Epoxidie-
rungsreaktion unmittelbar zur Verfigung stehen. Die Konzentration an den Epoxy-Xanthophyllen
Ddx, Ax und Vx ist nach 6 h Starklicht sehr niedrig. Wie bereits aus Abb. 3.8.C deutlich wurde, liegt
alein der CE-Pool noch zu tber 50% in Form von CxE vor.

Auch die Deepoxidierungsreaktionen (Abb. 3.16.D-F) lief3en sich als Reaktionen erster Ordnung
beschreiben. Die Kurvenregression der Abnahme von Ddx bzw. Vx wurde entsprechend auf
Grundlage von Gleichung 3.2 durchgefihrt. Die Ratenkonstante k »z der Deepoxidierung von Ax zu

Zx wurde durch numerische Iteration der folgenden Differentialgleichung ermittelt:
dAX/dtszA'VX—kAz'AX (34)

Die Regressionsergebnisse der Deepoxidierung aus drei unabhangigen Experimenten sind in Tab. 3.10
zusammengestellt. Bel Betrachtung der Ratenkonstanten féllt zundchst auf, dal3 Ddx um den Faktor 4
schneller deepoxidiert wird as Vx. Die Deepoxidierung von Ax zu Zx verlauft sogar etwa zehnmal
schneller als die Bildung von Ax aus Vx. Dadurch ist im Gegensatz zur Epoxidierungsreaktion
(Abb. 3.16.B) keine tempordre Akkumulation von Ax zu beobachten (Abb. 3.16.E). Weiterhin ist
festzustellen, dald wahrend der erneuten Starklichtinkubation mehr Dtx gebildet wird als anhand der
Ddx-Abnahme berechnet (Abb. 3.16.D). Die Zunahme an Zx dagegen félt geringer aus as erwartet
(Abb. 3.16.E). Demnach findet parallel zur Deepoxidierung ein Ubergang von Pigmenten des VAZ-
Pools in den DT-Pool statt. Dabei ist neben der Umwandlung von Vx zu Ddx prinzipiell auch eine
direkte Bildung von Dtx aus Ax denkbar.

Wie aus Abb. 3.16.F ersichtlich wird, stent auch der Abnahme an CxE keine entsprechende
Cx-Zunahme gegentiber. Dies kdnnte bedeuten, dal? das aus CxE gebildete Cx sofort in ein weiteres
Pigment umgewandelt wird, bei dem es sich um Zx handeln kénnte. Alternativ wére denkbar, dal3 nur
ein Tell des CxE zu Cx deepoxidiert und ein weiterer Teil in einer Konkurrenzreaktion zu einem ande-
ren Xanthophyll umgesetzt wird. Diese Alternative ist aus zwei Griinden wahrscheinlicher. Zum einen
sprechen die Pigmentanderungen in Abb. 3.16.C dafir, da3 CxE schon wahrend der vorangegangenen
Schwachlichtphase als Vorstufe fir ein weiteres Xanthophyll diente, wahrend Cx allein zu CxE epoxi-

diert wurde. Zum anderen |alét sich die zeitliche Entwicklung der Cx-Konzentration in Abb. 3.16.F
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unter Annahme einer sequentiellen Umwandlung CxE => Cx => Zx nicht durch ein Modell mit

definierten Ratenkonstanten beschreiben. Statt dessen muféte fur die Umwandlung von Cx zu Zx zu

Beginn der Starklichtphase eine hohe Umwandlungsrate angenommen werden, die dann schnell

abnimmt.

Tab. 3.10

Parameter der Deepoxidierungsreaktionen fir die nach 6 h Starklicht akkumulierten

Xanthophyllzyklus-Poolsin P. tricor nutum. Die Versuchsbedingungen entsprechen den
Angaben zu Abb. 3.16.D-F. Fir die Regression der Deepoxidierungen von Ddx und Vx
ergaben sich r&-Werte von 0,998 bis 1,000. Exp. = Experiment, Mw. = Mittelwert.

a) Ratenkonstanten [min™]

EXp. Kopr Kva Kaz Kec r2 K ex r Kot/ Kva
(Ddx® Dtx) (Vx® AXx) (AX® Zx) (CXE® Cx) (CXE® X)
4 0,256 0,061 0,80 0,085 0,828 0,212 0,905 4,19
5 0,249 0,066 0,70 0,064 0975 0,271 0,986 3,77
6 0,280 0,073 0,70 0,081 0,990 0,285 0,968 3,83
Mw. 0,262 0,066 0,73 0,077 0,256 3,93
b) Poolgrélen [mmol -mol Chl a’]

Exp. Ddxy Ddxs Dtxn VXN VXs AXn ZXN CxEny CxEs  CxEx
4 46,6 2086 54,2 13,6 89,9 16,7 18,5 11,1 14 2,1
5 440 2066 435 19,0 92,4 12,1 16,6 10,6 15 2,9
6 42,6 198,6 46,7 114 94,5 14,5 16,4 10,2 1,6 2,8

Wird daher die zweite Alternative zugrunde gelegt, so 1a3t sich die CxE-Abnahme analog zu Gl. 3.1

durch folgende Formel beschreiben, die sich aus zwei Kinetiken erster Ordnung zusammensetzt:

CXE (t) = CXEn + CXEs- exp(-Kec - t) + CXE x - exp(-Kex - 1)

mit CxE () =CxE-Menge zum Zeitpunkt t,
CxEn = Nicht deepoxidierbarer Anteil an CxE,
CxXxEs =Zu Cx deepoxidierbarer CxE-Antell,
CxEx = Inunbekanntes Xanthophyll X umwandelbarer CxE -Anteil,

Kec, kex = Ratenkonstanten der Deepoxidierung zu Cx bzw. der Umwandlung zu X.

(3.5)
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Zur Bestimmung dieser Parameter aus den Mel3daten wurde zunachst eine Kurvenregression der

Cx-Zunahme nach der folgenden Gleichung durchgefihrt:
Cx (t) = CXN + CXES . (l-exp(-k EC* t)) (36)

mit Cx(t) =Cx-Menge zum Zeitpunkt t,
Cxy = Bereits zum Zeitpunkt t, vorhandene Cx-Menge,
CxEs =Zu Cx deepoxidierbarer CXE-Anteil,
kee = Ratenkonstante der Deepoxidierung von CxE zu Cx.

Die auf diese Weise erhatenen Gréflzen CxE s und kec wurden in Gl. 3.5 eingesetzt, um CxE y , CXE
und Kk cx zu berechnen. Die resultierenden Ergebnisse sind ebenfalls in Tab. 3.10 zu finden. Demnach
liegt die Deepoxidierungsrate von CXE in der gleichen Grolienordnung wie die von Vx. Allerdings
werden nur etwa 10% des vorhandenen CxE zu Cx deepoxidiert, weitere 20% werden mit einer fast
viermal schnelleren Kinetik zu einem anderen Xanthophyll umgewandelt. Etwa 70% des CXE schei-

nen an den Umwandlungsreaktionen nicht teilzunehmen.

2.1.3 Lichtintensitatsabhangigkeit der Deepoxidierungskinetiken nach 6 h Starklicht

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Einfluld der Lichtintensitét auf die Deepoxidierungs-
geschwindigkeit sowie den Deepoxidierungsgrad von Ddx und Vx verglichen. Diese Untersuchungen
sollten zur Klérung der bereits in Kap. 1.8 aufgeworfenen Frage beitragen, ob die Deepoxidierungs-
reaktionen in den drei verschiedenen Xanthophyllzyklus-Pools in P. tricornutum vom gleichen Enzym
oder von verschiedenen Isoformen katalysiert werden. Abb. 3.17 zeigt, dal3 mit Zunahme der Licht-
intensitét sowohl die Ratenkonstanten beider Deepoxidierungsreaktionen as auch der Deepoxidie-
rungsgrad von Dtx und Vx parallel ansteigen. Fiir beide Pigmente zeigt sich zudem, dal3 der maximale
Deepoxidierungsgrad von etwa 80% schon bei einer Lichtintensitdét von etwa 500 pumol
Photonen-m?.s® erreicht wird, wahrend eine Séttigung der Ratenkonstanten erst ab einer PFD von
etwa 1000 pmol-m2.s* eintritt.

Wie bereits aus Abb. 3.17.A ersichtlich wird, behalten die Ratenkonstanten der Deepoxidierung von
Ddx und Vx Uber den gesamten untersuchten Lichtintensitétsbereich das schon zuvor bel einer PFD
von 700 umol Photonen-m?.s* (Tab. 3.10) ermittelte Verhéltnis von etwa 4:1 bei. Noch deutlicher
wird dies in Abb. 3.18, in der die Ratenkonstanten beider Deepoxidierungsreaktionen gegeneinander
aufgetragen sind. Eine lineare Regression der Werte ergab, dal3 Ddx im Mittel um den Faktor 4,07
schneller deepoxidiert wird als Vx. Auch wenn dieser Befund nicht eindeutig beweisen kann, dal3 die
Deepoxidierung von Ddx und Vx in P. tricornutum vom gleichen Enzym katalysiert wird, so spricht
doch die parallele Zunahme der Ratenkonstanten beider Reaktionen mit steigender Lichtintensitét flr

diese Annahme.
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Abb. 3.17 Deepoxidierungsraten (A) und maximal deepoxidierbare Anteile (B) von Ddx und Vx
in P. tricornutum in Abh&ngigkeit von der Lichtintensitat. Um fur die Messungen aus-
reichende Mengen an Vx zu akkumulieren, wurden die Algen zundchst fir 6 h mit HL2
(1000 pmol Photonen-m?-s?) sowie weitere 45 min mit LL (40 pmol Photonen-m?.s?)
belichtet (vgl. Abb. 3.16). Die Ratenkonstanten und der deepoxidierbare Anteil an Ddx
bzw. Vx bel der jeweiligen PFD wurden durch Kurvenregression (Gl. 3.2) der nach O, 2,
4,7, 12 und 20 min Sarklicht gemessenen Pigmentkonzentrationen ermittelt. Dabel lag r2
fur Ddx zwischen 0,998 und 1,000 und fiir Vx zwischen 0,995 und 1,000 (der Mittelwert
von r2 betrug fir beide Pigmente 0,999). Die Ratenkonstanten der Deepoxidierung von VX
wurden mit dem Faktor 4 multipliziert, um sie direkt mit denen von Ddx vergleichen zu

konnen.

Weitere Unterstiitzung erhélt diese Hypothese durch die schon in Kap. 1.8 angesprochenen in-vitro-

Untersuchungen von Y amamoto und Higashi (1978) an einer aus Salat (Lactuca sativa) angereicherten

V x-Deepoxidase. Obwohl Salat kein Ddx enthalt, war die Deepoxidase in der Lage, exogenes Ddx fast

zweieinhalb Mal schneller zu deepoxidieren als Vx, die Deepoxidierung von Ax erfolgte sogar mit

etwa funffacher Rate. Auch CxE wurde als Substrat akzeptiert und mit gleicher Rate deepoxidiert wie

Vx. Die in-vivo-Deepoxidierungsraten der verschiedenen Epoxy-Xanthophylle, die nach 6 h Starklicht

in P.tricornutum vorliegen (Tab. 3.10), zeigen demnach die gleiche Tendenz wie die der zuvor
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geschilderten Vx-Deepoxidase aus Salat: Ddx wird hier viermal und Ax sogar zehnmal schneller
deepoxidiert als Vx, wahrend CxE und Vx praktisch die gleiche Deepoxidierungsrate aufweisen.
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Abb. 3.18 Verhaltnis der unter verschiedenen Starklichtintensitten ermittelten Deepoxidierungs-
raten von Ddx und von Vx. Der Grafik liegen die bereits in Abb. 3.17.A dargestellten
Ratenkonstanten zugrunde. Die Regressionsgerade weist einen erzawungenen Nulldurch-
gang auf.

2.2 Diskussion der Kinetiken und des Deepoxidierungsgrades der Xantho-
phyllzyklen
Bel den kinetischen Anaysen des DT-Zyklus in P. tricornutum sind zunéchst interessante Unter-
schiede festzustellen zwischen Algen, die zuvor langer an Schwachlicht adaptieren konnten, und
Kulturen nach sechsstiindiger Starklichtinkubation. Im letztgenannten Fall verliefen sowohl die
Epoxidierung von Dtx als auch die Deepoxidierung von Ddx deutlich langsamer als zu Beginn der
Starklichtinkubation. So halbierte sich die Deepoxidierungsrate (Tab. 3.7 und 3.10) von 0,500-min™
auf 0,262:-min™, und die Ratenkonstante der Epoxidierung (Tab.3.8 und 3.9) fiel sogar von
0,218-min™ auf 0,061-min™. Im Falle der Epoxidierung machten Arsalane et al. (1994) vergleichbare
Beobachtungen an P. tricornutum. Dort zeigten die Algen nach 2 min Starklicht (2000 umol Photo-
nen-m?.s?) im anschlieenden Schwachlicht (7,5 pmol Photonen-m?.s™) eine Epoxidierungsrate von
etwa 0,15min’. Nach nur 35min Starklicht wies die Epoxidase-Resktion im nachfolgenden
Schwachlicht allerdings bereits eine einstiindige lag-Phase auf, um dann mit einer Rate von nur noch
0,013-min™ einzusetzen. Wie die von den Autoren parallel gemessene Sauerstoffentwicklung der
Algen zeigt, fuhrte die halbstiindige Starklichtphase bei den dort verwendeten Kulturen offensichtlich
schon zu einer photoinhibitorischen Schédigung, da die Zellen im anschlief3enden Schwachlicht eine

negative Sauerstoffbilanz aufwiesen, die auf eine sehr starke Atmung hindeutet. Die Epoxidase bent-
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tigt als Cosubstrate sowohl molekularen Sauerstoff (Y amamoto und Chichester 1965, Hager 1967) als
auch NADPH (Hager 1975, Siefermann & Yamamoto 1975a). Dadie Algen bei Arsalane et a. (1994)
nach der Starklichtphase zunéchst praktisch keine Photosyntheseaktivitét mehr zeigten, erscheint ein
Mangel an einem oder beiden Cosubstraten in den Plastiden als Ursache der stark verzégerten Epoxi-
dierung wahrscheinlich. Bel den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Turbidostatkulturen war nach
Beendigung der sechsstiindigen Starklichtinkubation keine lag-Phase bel der Epoxidierung zu beob-
achten (Abb. 3.16), obwohl die Abnahme von Dtx und Zx erst nach etwa 2 min die maximale
Geschwindigkeit erreichte (auf diese Beobachtung wird an spéterer Stelle noch néher eingegangen).
Als Ursache fir die insgesamt langsamere Epoxidierung nach 6 h Starklicht wére ebenfalls eine
Unterversorgung der Epoxidase mit Cosubstraten denkbar, doch kénnte auch eine direkte Regulation
der Epoxidase vorliegen. Die Beantwortung dieser Frage erfordert weitere Untersuchungen, da tber
diein-vivo-Regulation der Epoxidase bisher praktisch nichts bekannt ist.

Auch hinsichtlich der verlangsamten Deepoxidierungsreaktion bieten sich die bereits fir die Epoxi-
dase genannten Erklarungsmdglichkeiten an. So kénnte zum einen das Cosubstrat Ascorbat limitiert
sein. FUr die Vx-Deepoxidase aus Hoheren Pflanzen wurde sowohl in vitro (Bratt et al. 1995) als auch
in vivo (Leipner et al. 2000) eine Beschleunigung der Reaktion mit ansteigender Ascorbatkonzentra-
tion gezeigt. Einen vergleichbaren Effekt hétten eine verlangsamte Re-Reduktion des bel der
Deepoxidierung gebildeten Dehydroascorbats durch Glutathion bzw. NADPH oder ein verringerter
pH-Gradient Uber der Thylakoidmembran (vgl. Einleitung, Kap. 3, Abb. 1.3). Schliefdlich wére auch
eine partielle Endprodukthemmung der Deepoxidase durch die Mengen an Dtx bzw. Zx denkbar, die
nach 6 h Starklicht sowie 45 min Schwachlicht noch in P. tricornutum vorhanden waren (siehe
Abb. 3.16). Havir et al. (1997) beobachteten in eéinem in-vitro-Ansatz fir die aus Spinat aufgereinigte
Vx-Deepoxidase eine solche Endprodukthemmung bei Zugabe von Zx. Um die Ursache fir die
Verlangsamung der Xanthophyllzyklusreaktionen nach langerer Starklichtinkubation letztendlich
klaren zu kénnen, sind ebenfalls weitere Untersuchungen erforderlich. Besonders der Einfluf3 langerer
Starklichtperioden auf die Deepoxidase-Reaktion ist bisher noch nicht ndher bel euchtet worden.

Hinsichtlich der Komplexitét der Kinetiken lassen sich ebenfalls Unterschiede zwischen schwach-
lichtadaptierten und fur 6 h mit Starklicht behandelten Kulturen feststellen. Zwar liel3 sich die
Epoxidierung von Dtx zu Ddx unabhangig von der Dauer der Starklichtinkubation als Reaktion erster
Ordnung beschreiben, und auch die Epoxidierung der wahrend der sechsstiindigen Starklichtphase
akkumulierten Xanthophylle Zx und Cx verlief monoexponentiell. Die Deepoxidierungsreaktionen
konnten jedoch nur nach der Starklichtperiode durch monoexponentielle Kinetiken beschrieben
werden. Die an Schwachlicht adaptierten Algen dagegen zeigten mit Einsetzen des Starklichtes eine
biexponentielle Abnahme von Ddx. Dabei betrug der schnell deepoxidierbare Ddx-Anteil (ko1 =
0,500-min™) etwa 40% des Ddx-Pools, der langsam deepoxidierbare Anteil (kor, = 0,072-min™) wei-
tere 20%, und die restlichen 40% — das entspricht etwa 65 mmol Ddx pro mol Chl a— waren zunéchst
nicht deepoxidierbar (Tab. 3.7).



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 80

In den bisherigen Untersuchungen von Xanthophyllzykluskinetiken wurden die Deepoxidierungsraten
nur unmittelbar bei Einsetzen des Starklichtes bestimmt. Entsprechende Messungen von Arsalane et
al. (1994) an P. tricornutum zeigten ebenfalls eine zweiphasige Zunahme von Dtx. Allerdings wurden
dort keine Angaben (iber die parallelen Ddx-Anderungen gemacht, weshalb die langsame Phase der
Dtx-Zunahme theoretisch auch auf eine Neusynthese dieses Pigmentes riickfihrbar sein kénnte. Die
kinetische Anayse der Pigmentanderungen wird zusétzlich durch die sehr geringe Zahl an
Mefpunkten eingeschrankt. Gleiches gilt auch fir die Versuche von Olaizola et a. (1994) an
P. tricornutum sowie von Olaizola und Yamamoto (1994) an der Diatomee Chaetoceros muelleri, in
denen fir die Ddx-Abnahme nur eine Phase angegeben wurde. In beiden Arbeiten war fir die
Ddx-Abnahme eine Unterscheidung in mehrere Phasen auch aufgrund der relativ starken Streuung der
MeRwerte nicht moglich (bei Olaizola et al. (1994) betrug r2 fur die schnelle Dtx-Zunahme zwischen
0,934 und 0,967). Im Falle des VAZ-Zyklus konnten Hartel et a. (1996) bei Messungen an Gerste
(Hordeum vulgare) die Deepoxidierung von Vx in Wildtyp-Pflanzen mit ausreichender Genauigkeit
durch eine monoexponentielle Kinetik beschreiben; in einer chlorina-Mutante mit stark reduziertem
Gehalt an LHC Il und LHC | jedoch wies die Vx-Abnahme einen biexponentiellen Verlauf auf. Dabei
erfolgte die schnelle Abnahme mit einer Rate k von 0,35-min™ und betraf 83% des V x-Pools, die lang-
same K omponente hatte ein k von 0,04-min™ und umfaiite lediglich 14% des Vx.

Kinetische Analysen hoherer Genauigkeit lassen sich durch die zeitaufgel 6ste Messung der mit den
Xanthophyllumwandlungen verbundenen Absorptionsanderung bei 505 nm (Y amamoto et a. 1972)
erreichen. Bei entsprechenden Versuchen an isolierten Chloroplasten aus Salat (Lactuca sativa) konn-
ten Siefermann und Yamamoto (1975b) die Vx-Abnahme wahrend des Mef3zeitraums von 15 min
durch eine monoexponentielle Kinetik beschreiben. Pfiindel und Dilley (1993) aber beobachteten
wahrend einer enstindigen Starklichtinkubation von Erbsenchloroplasten eine aus zwe
exponentiellen Kinetiken zusammengesetzte Deepoxidierung von VX. Die schnelle Phase mit einer
Ratenkonstante von 0,284-min™ umfalite etwa 50%, die langsame mit einer Rate von 0,054-min™
nochmals 25% der insgesamt vorhandenen Vx-Menge. 25% des Vx-Pools (25-30 mmol-mol Chl a*)
wurden nicht deepoxidiert. Diese Verhaltnisse kommen den im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergeb-
nisse recht nahe. Es bleibt zu kléren, ob die langsame Phase in den anderen genannten Messungen
aufgrund zu kurzer Beobachtungszeitréume oder eines zu kleinen Anteils an langsam deepoxidierba-
ren Xanthophyllen Ubersehen wurde. Bei zukinftigen Untersuchungen der Deepoxidationsreaktionen
im Rahmen des Xanthophyllzyklus sollte deshalb dem mdglichen Vorliegen von zwei Phasen stérkere
Aufmerksamkeit gewidmet werden.

Beziiglich des maximalen Deepoxidierungsgrades von Ddx in Diatomeen wurde in bisherigen Mes-
sungen eine im Starklicht verbleibende Restmenge von 50 mmol Ddx pro mol Chl a in keinem Fall
unterschritten. So detektierten fur P. tricornutum Olaizola et al. (1994) nach 15minttiger Starklichtin-
kubation der Algen mit 1500 pmol Photonen-m?.s* noch gut 150 mmol Ddx pro mol Chl a, nach 2 h
Starklicht war der Ddx-Gehalt auf etwa 100 mmol erniedrigt. Auch Casper-Lindley und Bjorkman
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(1998) beobachteten nach 20minitiger Belichtung von P.tricornutum mit einer PFD von
1200 pmol-m™2-s* noch einen Anteil von 100 mmol Ddx pro mol Chl a, wéhrend Arsalane et al. (1994)
nach halbstiindiger Starklichtbestrahlung der gleichen Algenart mit einer PFD von 2000 pmol-m?2.s*
nur noch 50 mmol Ddx pro mol Chl a fanden. In Nitzschia palea betrug das Verhdtnis nach 9 min
Starklicht (2000 pmol Photonen-m.s*) ebenfalls nur noch 50 mmol Ddx pro mol Chl a (Willemoés
und Monas 1991), in Chaetoceros muelleri nach 30 min Starklicht (1500 pmol Photonen-m™.s?)
dagegen noch etwa 120 mmol Ddx pro mol Chl a (Olaizola und Yamamoto 1994). Der in der vorlie-
genden Arbeit bestimmte Anteil von etwa 65 mmol Ddx pro mol Chl a (Abb. 3.15, Tab. 3.7) fur
P. tricornutum nach halbstiindiger Inkubation mit 700 pmol Photonen-m™?-s* bewegt sich demnach im
Rahmen der Ergebnisse der zuvor genannten Untersuchungen. Nach 6 h Starklicht hatte sich die Ddx-
Menge jedoch auf 25 mmol pro mol Chl a erniedrigt (Abb. 3.16; vgl. auch Tab. 3.6) und lag damit
deutlich unter den bisher gemessenen Werten. Demnach wird unter 1&nger andauerndem Starklicht der

grofdte Teil des Ddx in P. tricornutum fur die Deepoxidierung zugénglich.

Welche Prozesse stehen nun hinter der biexponentiellen Umwandlung von Ddx in Dtx zu Beginn der
Starklichtinkubation, und wodurch wird der Anteil an nicht deepoxidiertem Ddx reguliert? Wahrend
die schnelle Phase wahrscheinlich in erster Linie durch die Katalysegeschwindigkeit der Deepoxidase
bestimmt wird, spiegelt die langsame Phase der Ddx-Deepoxidierung sicher nicht die Kinetik des
Enzyms wider. Viel eher kann davon ausgegangen werden, dal3 ein Teil des Ddx erst unter langer
anhaltender Starklichtinkubation fir die Deepoxidase zuganglich wird und die langsame Phase die
Kinetik dieses Prozesses wiedergibt. Nach aktuellem Erkenntnisstand zur Raumstruktur und dem
Katalysemechanismus der Vx-Deepoxidase aus Hoheren Pflanzen ist es sehr wahrscheinlich, dafld nur
frel in der Thylakoidmembran geléste bzw. leicht von LHC-Komplexen abldsbare Epoxy-Xantho-
phylle fur das Enzym zugénglich sind. Die aus dem klonierten Vx-Deepoxidase-Gen ermittelte
Aminosauresequenz weist die drei fir Lipocaline typischen Motive auf (Bugos et a. 1998). Bei Lipo-
calinen handelt es sich um relativ kleine, 16sliche Proteine, die haufig hydrophobe Molekile binden
(Flower 1996). Sie finden sich sowohl bei Eukaryoten als auch bei Bakterien. Trotz zum Tell sehr
schwacher Gesamtsequenzidentitét (< 20%) ist die 3D-Struktur der Lipocaline, die inzwischen von
etwa zehn Proteinen vorliegt, hoch konserviert (Flower 1996). Es handelt sich um eine Fal¥form, die
durch ein aus acht antiparallelen Strangen bestehendes b-Faltblatt gebildet wird. Eine Analyse der
Proteinsequenz der Vx-Deepoxidase sagt das Vorhandensein entsprechender b-Faltblattbereiche
vorher (Bugos et al. 1998). Die faRartige raumliche Struktur der Vx-Deepoxidase spielt bei der
Substraterkennung vermutlich eine entscheidende Rolle. So ist die Vx-Deepoxidase zwar in der Lage,
die Epoxidgruppen von linearen Xanthophyllen wie Violaxanthin oder Antheraxanthin abzuspalten.
Doch sellt bereits trans-Neoxanthin, dessen der Epoxidgruppe gegenuberliegender Jononring
aufgrund der angrenzenden kumulierten Doppel bindungen abgewinkelt ist, ein schlechtes Substrat dar,

und 9'-cis-Neoxanthin wird Uberhaupt nicht deepoxidiert (Yamamoto und Higashi 1978). Diese
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Befunde filhrten zu der Hypothese, dal das katalytische Zentrum der Vx-Deepoxidase am Boden des
durch die b-Faltblattstrange gebildeten Fasses liegt und so fir die Epoxidgruppen von gewinkelten
Carotinoidmolekiilen nicht erreichbar ist (Yamamoto und Higashi 1978, Bugos et al. 1998). Demnach
kann davon ausgegangen werden, dal? die an der lumenalen Seite der Thylakoidmembran anliegende
Deepoxidase (Hager und Holocher 1994) ihr Substrat aus der Membran heraus in ihr katalytisches
Zentrum ziehen muB, um die Deepoxidierung zu bewerkstelligen. Die Xanthophylle kdnnten folglich
bei der Reaktion nicht an die LHC-Komplexe gebunden bleiben, und noch gebundene Pigmente
mussen vor ihrer Deepoxidierung erst freigesetzt bzw. fur das Enzym zugénglich werden.

Uber die Lokalisation der Xanthophylle in den LHC-Proteinen existieren nur fiir den LHC Il der
Hoheren Pflanzen genauere Vorstellungen. LHC Il ist der bisher einzige Pigment-Protein-Komplex
der LHC-Superfamilie, dessen Raumstruktur durch Elektronenkristallographie ermittelt werden konnte
(Kdhlbrandt und Wang 1991, Kuhlbrandt et al. 1994). Da er sich zudem in Bakterien Uberexprimieren
und anschlief3end durch Zugabe von Pigmenten in vitro rekonstituieren 183 (Paulsen et al. 1990,
Cammarata und Schmidt 1992), erdffnete dies auch die Maoglichkeit, die Pigmentbindungseigen-
schaften des LHC Il durch Variation des Xanthophyllangebotes oder nach gezieltem Austausch
einzelner Aminosduren zu studieren. Danach ist der LHC Il in der Lage, bis zu vier Xanthophylle zu
binden. Zwei Xanthophyllbindungsstellen (L1, L2) binden mit sehr hoher Affinitét Lutein (Croce et al.
1999b, Hobe et a. 2000). Sie entsprechen héchstwahrscheinlich den beiden bereits bei den Raum-
strukturanalysen (Kihlbrandt et a. 1994) identifizierten Bindungsstellen im zentralen Bereich des
LHC I, der von zwei sich kreuzenden, transmembranen a-Helices gebildet wird. Den dort gebunde-
nen Xanthophyllen wird eine wichtige Funktion bel der Stabilisierung des Komplexes zugeschrieben.
Eine dritte, periphere Bindungsstelle (N1) wird mit hoher Selektivitét durch 9*-cis-Neoxanthin besetzt
(Croce et a. 1999a, 1999b, Haobe et al. 2000). Schliefdlich deuten die Versuche von Ruban et al.
(1999) auf einen vierten, ebenfalls peripheren Proteinbereich, der bevorzugt Vx bindet. Allerdings
dissoziiert Vx bel der Isolation von LHC Il sehr leicht vom Komplex ab, was fir eine relativ lockere
Bindung dieses Xanthophylls spricht (Ruban et al. 1999). In dieser Bindungsnische lokalisiertes Vx ist
demnach auch relativ leicht fur eine Deepoxidierung mobilisierbar, wie ein maximaler Deepoxidie-
rungsgrad von bis zu 80% in den Versuchen von Ruban et al. (1999) belegt.

Dagegen sollte die Beteiligung der in den zentralen Bindungsstellen L1 und L2 lokalisierten
Xanthophylle an der Stabilisierung der LHC 11-Struktur einer moglichen Freisetzung dieser Pigmente
aus dem Komplex eher entgegenstehen. Darauf deuten auch erste Ergebnisse zur Deepoxidierung von
VX in einer Pigmentmutante der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii, die nicht mehr in der Lage ist,
b,e-Carotinoide zu synthetisieren, und die daher auch kein Lutein mehr besitzt. Der Ausfall von Lutein
wird durch einen deutlich erhdhten Vx-Gehalt der Mutante kompensiert (Niyogi et al. 1997b). Offen-
sichtlich ist in den Xanthophyllbindungsstellen L1 und L2 des LHC Il das Lutein durch Vx ersetzt
worden. Dieser Austausch ist prinzipiell moéglich, wie die erfolgreiche in-vitro-Rekonstitution von
LHC Il mit Vx als alleinigem Xanthophyll zeigt (Croce et a. 1999b, Hobe et al. 2000). Unter Stark-
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lichtinkubation wird in der Mutante zwar deutlich mehr Vx zu Zx deepoxidiert als im Wildtyp, doch
besitzt sie nach 15 min Starklicht noch fast die dreifache Menge an nicht deepoxidiertem Vx (Niyogi
et al. 1997b). Dieser Befund kénnte dahingehend interpretiert werden, dald die in L1 und L2 gebunde-
nen Vx-Molekiile der Deepoxidierung nicht oder zumindest nicht kurzfristig zur Verfligung stehen.
Ein Vergleich mit den Pigmentbindungseigenschaften der minoren LHC-Komplexe CP29 und CP26
|arkt es aber moglich erscheinen, dal3 zur Stabilisierung nur eine der beiden zentralen Bindungsstellen
besetzt bleiben muii. In beiden minoren LHC-Komplexen ist nur in einer dieser Bindungsnischen (L1)
Lutein lokalisiert, in der zweiten statt dessen vermutlich Vx gebunden. CP29 ist auch bel unbesetztem
L2 relativ stabil (Bassi et al. 1999), und in beiden minoren LHC-Komplexen wird im Starklicht bis zu
50% des Vx gegen Zx ausgetauscht (Ruban et al. 1999).

Wie bereits in der Einleitung dargestellt wurde, legt ein Vergleich der Aminosduresequenzen der
FCP-Komplexe in Kieselalgen mit der Sequenz des LHC |1 aus Héheren Pflanzen eine sehr dhnliche
Raumstruktur dieser Komplexe nahe (Green und Kihlbrandt 1995). Besonders im Bereich der beiden
im LHC Il eng miteinander assoziierten a-Helices finden sich viele konservierte Aminosauren
(Durnford et al. 1996), so dal3 auch die beiden zentralen Xanthophyllbindungsstellen des LHC I in
den FCP-Komplexen konserviert sein konnten. Sofern in diesen Bindungsnischen nun Ddx die Rolle
von Lutein Ubernimmt, wéaren die entsprechenden Ddx-Molekiile einer schnellen Deepoxidierung
wahrscheinlich nicht zuganglich. Allerdings kénnten die entsprechenden Positionen im FCP auch
durch Fx besetzt und Ddx vergleichbar dem Vx im LHC |1 peripher gebunden sein. Hierflr spricht der
Umstand, dafd zumindest aus Braunalgen wiederholt FCP-Komplexe isoliert wurden, die neben Chl a
und Chl ¢ Fx as einziges Xanthophyll aufwiesen (Caron et a. 1995, De Martino et a. 1997, Pascal et
al. 1998). Aber auch die Zuganglichkeit von peripher an die FCP-Komplexe gebundenem Ddx kénnte
durch die Aggregation mehrerer Komplexe zunachst limitiert sein. Hinweise fur das Vorliegen von
LHC-Suprakomplexen existieren sowohl fur die Héheren Pflanzen (Boekema et al. 1999a, 1999b,
Garab und Mustardy 1999) as auch fir Diatomeen (Gugliemelli 1984) und Braunalgen (Katoh et al.
1989, Katoh und Ehara 1990). Einen Zusammenhang zwischen der limitierten Zugénglichkeit von
Epoxy-Xanthophyllen fur die Deepoxidase und der Organisation der LHC-Komplexe in der Thyla-
koidmembran legen auch Versuche an Pflanzen mit stark reduziertem LHC-Gehalt nahe. So wiesen
z.B. Chl b-Mangelmutanten von Weizen (Triticum aestivum) und Gerste (Hordeum vulgare) im Stark-
licht einen Vx-Deepoxidierungsgrad von nahezu 100% auf (Falbel et a. 1994, Hartel et a. 1996);
gleiches wurde an Gerste sowie Erbsenpflanzen (Pisum sativum) nach Anzucht in intermittierendem
Licht beobachtet (Jahns 1995, Hartel et al. 1996, Farber und Jahns 1998).

Anhand der bisherigen Ausfiihrungen wére also eine Erklarungsmoglichkeit fir die zweiphasige
Deepoxidierung von Ddx, die in schwachlichtadaptierten Kulturen von P. tricornutum beabachtet
wurde, dal3 die schnelle Phase einem leicht mobilisierbaren Anteil von Ddx entspricht, der unter
Umstanden nur peripher an die FCP-Komplexe gebunden ist. Im Zuge einer langer andauernden

Starklichtphase wirde dann mdglicherweise eine Umorganisation von FCP-Suprakomplexen stattfin-
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den, die zur schrittweisen Freisetzung und Deepoxidierung weiterer Ddx-Molekile fihrt. Der nach 6 h
Starklicht verbleibende Ddx-Anteil kénnte in FCP-Bereichen gebunden sein, die eine Freisetzung

nicht erlauben.

Eine andere Situation liegt im Falle der Deepoxidierungskinetiken in P. tricornutum nach sechsstiindi-
ger Starklichtinkubation vor. Wie die kinetischen Analysen der Deepoxidierung bei einer PFD von
700 pmol-m™.s™ zeigen, lassen sich nun alle Deepoxidierungsreaktionen mit nur einer exponentiellen
Kinetik beschreiben, und die Menge an nicht deepoxidierbarem Ddx (Ddx y) ist laut Kurvenregression
deutlich geringer als zu Beginn der Starklichtphase (vgl. Tab. 3.7 mit Tab. 3.10). Diese Beobachtun-
gen sprechen dafUr, dal3 nur noch maximal zwei Ddx-Pools vorliegen. Ein sehr hoher Anteil an Ddx ist
direkt fur die Deepoxidase zuganglich, der nicht deepoxidierbare Rest betrégt weniger as 20%;
gleiches gilt auch fur Vx. Weitere Informationen lassen sich aus den Daten zur Lichtabhéngigkeit des
Deepoxidierungsgrades von DT-Pool und VAZ-Pool gewinnen (Kap. 2.1.3). Wie Abb. 3.17 zeigt,
steigt der Deepoxidierungsgrad in beiden Pools mit zunehmender Lichtintensitét an, wobei er seinen
Maximalwert jedoch schon bei einer deutlich niedrigeren PFD erreicht als die zugehdrigen Ratenkon-
stanten. Die gleiche Beobachtung machten bereits Siefermann und Yamamoto (1974) an einer
Chloroplastenpraparation aus Salat (Lactuca sativa). Sie schlossen aus dem unterschiedlichen Licht-
séttigungsverhalten von Deepoxidierungsgrad und Ratenkonstanten, dal3 beide Parameter durch
unterschiedliche Faktoren kontrolliert werden (Siefermann und Yamamoto 1975b). Wie im Verlauf
der folgenden Ausfihrungen deutlich werden wird, lassen sich die differierenden PFD-Abhangigkei-
ten beider Parameter prinzipiell aber auch durch eine ansteigende Deepoxidaseaktivitét vor dem
Hintergrund einer konstant ablaufenden Epoxidase-Reaktion erklaren.

Der bereits mehrfach angesprochene hohe Deepoxidierungsgrad von DT- und VAZ-Pool in
P. tricornutum nach 6 h Starklicht zeigt, da zu diesem Zeitpunkt ein sehr hoher Anteil an Ddx und
Vx fur die Deegpoxidase-Reaktion zuganglich ist (vgl. auch Tab. 3.5). Im nachfolgenden Schwachlicht
setzt die Epoxidierung von Dtx und Zx praktisch unmittelbar ein, doch wird die maximale Epoxidie-
rungsrate erst mit etwa zweiminttiger Verzégerung erreicht (Abb. 3.16). Diese Verzégerung kénnte
prinzipiell auf zwei Arten erklart werden. Eine Mdglichkeit bestiinde darin, dald die Epoxidase
wéahrend der Starklichtperiode inaktiviert wurde und die Verzogerung ihrer Aktivierungskinetik im
nachfolgenden Schwachlicht entspricht. Alternativ kénnte die Epoxidase auch wéhrend der 6 h Stark-
licht aktiv geblieben sein und die Verzogerung durch eine abklingende Restaktivitét der Deepoxidase
erklart werden (Jahns 1995). Zwar folgert einerseits Jahns (1995) aus Experimenten an Erbsenpflanzen
(Pisum sativum), dald eine Epoxidase-Aktivitat unter extremen Starklichtbedingungen (1700 bis
2500 pumol Photonen-m.s™) unwahrscheinlich sei. Auf der anderen Seite deuten aber eine Reihe von
Untersuchungen auf eine parallele Aktivitét von Deepoxidase und Epoxidase zumindest unter mode-
ratem Starklicht (200 bis 400 pmol Photonen'm?s?) hin (Siefermann 1972, Siefermann und
Yamamoto 1975a, Gilmore et al. 1994, Jahns 1995, Goss et al. 1998). Unter der bereits in Kap. 1.8
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diskutierten Voraussetzung, daf3 die acetylenische Gruppe in Ddx bzw. Dtx nur Uber eine Epoxid-
gruppe als Zwischenstufe gebildet werden kann (siehe Kap. 1.8), ist auch fir P. tricornutum eine unter
Starklicht aktive Epoxidase zu fordern, da der DT-Pool in den Algen selbst bei hoher Starklichtinten-
sitét noch zunimmt (Abb. 3.9).

Die in Kap.2.1 durchgefihrten kinetischen Anaysen der Deepoxidierungsreaktionen in
P. tricornutum basierten alle auf der Annahme, daf3 im Starklicht die Rickreaktion der Epoxidierung
mit vernachlassigbarer Rate stattfindet. Doch lassen sich die Mef3daten auch auf Basis der alternativen
Annahme auswerten, dal3 in P. tricornutum nach 6 h Starklichtinkubation alle Epoxy-Xanthophylle
des DT- und des VAZ-Pools fir die Deepoxidase ohne Einschrankung zuganglich sind, jedoch die
Epoxidase im Starklicht mit der gleichen Umsetzungsrate arbeitet wie im Schwachlicht, also konstitu-
tive Aktivitét aufweist. Die kinetische Analyse des DT-Zyklus basiert nun also auf dem folgenden
Modell:

In diesem Modell wird die Anderung der Ddx-Konzentration mit Einsetzen des Starklichtes durch die

folgende Gleichung beschrieben (Herleitung in Anhang C):

Ddx (t) = Ddx (to) - (1 —kopt/(kprtkm) - (1 —exp(-t - (Kportkp)))) (3.7)

mit Ddx (t) =Ddx-Mengezum Zeitpunkt t,
Ddx (ty) = Ddx-Menge zu Beginn der Starklichtinkubation.

Der im Starklicht maximal verbleibende Prozentanteil von Ddx am DT-Pool (Ddx ¢ [%]) ist dann
allein durch das Verhdltnis der Ratenkonstanten von Deepoxidierung und Epoxidierung bestimmt und

berechnet sich zu:

Ddxe [%] =k / (K + Kor) (3.8)

Analog erfolgt die kinetische Analyse der Reaktionen im Rahmen des VAZ-Zyklus nach dem Modell:
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Die Konzentrationsanderungen der drel Pigmente VX, Ax und Zx im Starklicht lassen sich dabei durch

das folgende System von Differentialgleichungen beschreiben:

dvx/dt = kAV ' AX—kVA - VX (39)
dAXx / dt =kVA'VX+ kZA'ZX_(kAV+ kAz)AX (310)

Sofern die Ratenkonstanten in den Gleichungen 3.9 bis 3.11 ermittelt worden sind, [&3t sich aus ihnen
der im Starklicht nach Einstellung des Deepoxidations-/Epoxidationsgleichgewichtes verbleibende

Prozentanteil von VX (Vx g [%0]) nach der folgenden Gleichung berechnen (Herleitung in Anhang C):

VX [%] = (Kza - Kav) / (Kaz - Kya + Kza - Kya + Kza - Kay) - 100 (3.12)

Im folgenden wurde nun der Datensatz, der den Abb. 3.17 und 3.18 zugrunde lag, nach den o.g. kineti-
schen Modellen ausgewertet. Dabei wurde angenommen, dai die Epoxidase die Substrate Dtx, Zx und
Ax unabhéngig von der Lichtintensitét mit einer Rate von 0,06:min™ umsetzt und daf? die Deepoxidie-
rungsrate k . immer den zehnfachen Wert der Rate ky, aufweist (vgl. Tab. 3.9). Die Bestimmung der
in Abb. 3.19.A dargestellten Ratenkonstanten kpr erfolgte durch Regression der Melddaten nach
Gl. 3.7 (Berechnung unter Verwendung des Programms TableCurve von SPSS Inc., Chicago); die
Werte fur kya wurden durch numerische Iteration der Anderungen von Vx, Ax und Zx mittels des
Differentialgleichungssystems 3.9-3.11 bei einer Schrittweite von 0,03 min bestimmt (Durchfiihrung
im Tabellenkal kulationsprogramm Excel 97 von MICROSOFT). Unter Verwendung dieser Ratenkon-
stanten erfolgte mittels der Gl. 3.8 bzw. 3.12 die Berechnung des Deepoxidierungsgrades von Ddx
bzw. Vx in Abhéngigkeit von der Lichtintensitét.

Wie die in Abb. 3.19 dargestellten Ergebnisse dieser Berechnungen verdeutlichen, lief3e sich das
unterschiedliche Lichtséttigungsverhalten von Ratenkonstanten und Deepoxidierungsgrad der beiden
Xanthophyllzyklen in P. tricornutum im Prinzip auch alein auf Basis einer parallelen Aktivitat von
Deepoxidase und Epoxidase beschreiben; das Postulat eines weiteren, speziell den Deepoxidierungs-
grad der beiden Xanthophyllzyklus-Pools regulierenden Faktors wére in diesem Fall nicht erforderlich.
Auch der im Starklicht verbleibende Rest an Ddx bzw. Vx lief3e sich so ohne die Annahme erkléren,
daR diese Pigmente fir die Deepoxidase nicht zuganglich sind. Eine Entscheidung zwischen diesen
beiden Alternativen erfordert weitere Untersuchungen, da zundchst nachzuweisen bleibt, daf3 die
Epoxidase in P. tricornutum unter den in der vorliegenden Arbeit gewdhiten Starklichtbedingungen
auch tatséchlich aktiv ist.
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Abb. 3.19 Deepoxidierungsraten (A) und maximal deepoxidierbare Anteile (B) von Ddx und Vx
in P. tricornutum in Abhangigkeit von der Lichtintensitéat unter der Annahme einer
konstitutiven Epoxidierungsreaktion mit den Ratenkonstanten k p = K 2o = K ay =
0,06:min™. Den Berechnungen liegt derselbe Datensatz zugrunde wie in Abb. 3.17. Die
Bestimmung von kpr erfolgte durch Regression der Mef3daten nach Gl. 3.7, dabei lag r2
zwischen 0,986 und 0,999 mit einem Mittelwert von 0,995. kya wurde durch numerische
Iteration des Differentialgleichungssystems 3.9-3.11 ermittelt. Alle in (A) dargestellten
Werte von ky, wurden mit dem Faktor 4 multipliziert, um sie direkt mit denen von kpr
vergleichen zu konnen. Die Berechnung der deepoxidierten Anteile von Ddx und VX in
(B) erfolgte nach GI. 3.8 bzw. Gl. 3.12 unter Verwendung der Ratenkonstanten aus (A)
sowie der Annahme, dal3 k 5z = 10 - kya betragt.

Der Vergleich von Abb. 3.17.A und 3.19.A zeigt ferner, dal3 die alternative Auswertung zu einer
Erniedrigung der Ratenkonstanten der Deepoxidierung von Ddx und Vx fihrt, die um so starker
ausfallt, je kleiner die PFD ist. Dadurch verlauft in Abb. 3.19.A die lineare Extrapolation der Mef%-
punkte fur kleine Lichtintensitdten durch den Ursprung und entspricht damit der Erwartung einer bel
fehlendem pH-Gradient inaktiven Deepoxidase. Sofern die Deepoxidase-Aktivitét jedoch allein tber
den pH-Wert im Thylakoidlumen reguliert wiirde, sollte der bei 200 und 400 pmol Photonen-m?.s* zu
erwartende pH-Gradient Uber der Thylakoidmembran eigentlich bereits eine hohere Aktivitdt der
Deepoxidase zur Folge haben, wie auch in-vitro-Versuche an Thylakoiden von P. tricornutum

nahelegen (Jakob, Goss und Wilhelm; personliche Mitteilung). Daher scheint eine Beteiligung weite-
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rer Faktoren an der Regulation der Deepoxidase-Aktivitét wahrscheinlich, hier wére besonders die
Konzentration des Deepoxidase-Cosubstrates Ascorbat im Thylakoidlumen zu nennen (Bratt et al.
1995).
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Abb.3.20 Verhdltnis der bel verschiedenen Starklichtintensitdten unter der Annahme einer
konstitutiven Epoxidierungsreaktion ermittelten Deepoxidierungsraten von Ddx und
von VX. Der Grafik liegen die bereits in Abb. 3.19.A dargestellten Ratenkonstanten
zugrunde. Die Regressionsgerade weist einen erzavungenen Nulldurchgang auf.

Die lineare Korrelation zwischen den Ratenkonstanten der Deepoxidierung von Ddx und von Vx
bleibt jedoch auch unter der Annahme einer parallelen Epoxidase-Aktivitét erhalten, wie Abb. 3.20
illustriert. Der Vergleich mit Abb. 3.18 zeigt, dal3 das Verhdtnis beider Ratenkonstanten unverandert
geblieben ist. Die zuvor gedulferte Hypothese, dal? Ddx und Vx in P. tricornutum durch das gleiche
Enzym deepoxidiert werden, erfahrt demnach keine Einschrankung, wenn der kinetischen Analyse

eine konstitutive Epoxidase-Aktivitéat zugrunde gelegt wird.

2.3 Kinetiken der Umwandlungen von Violaxanthin in Diadinoxanthin
und von Diadinoxanthin in Fucoxanthin

Wie bereits in Kap. 1.7 gezeigt worden ist, wird das in P. tricornutum wahrend der Starklichtphase
akkumulierte Zx im anschliefRenden Schwachlicht Uber Vx zu Ddx und weiter zu Fx umgewandelt. Da
sich unter den hier gewéhlten Bedingungen in den Algen betréchtliche Mengen an Vx anreichern
liefen, ertffnete dies die Moglichkeit, auch die Umwandlungsraten von Vx zu Ddx und von Ddx nach
Fx zu bestimmen. Um die Analyse der Pigmentanderungen zu erleichtern, wurde den Algenkulturen
unmittelbar nach der Starklichtphase Norflurazon zugesetzt, wodurch sich eine Neusynthese von
Carotinoiden unterbinden liel3. Neben mehreren Experimenten an Turbidostatkulturen von
P. tricornutum wurde erganzend auch ein Versuch an einer Batchkultur der Kieselalge Cyclotella

meneghiniana durchgefihrt.
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Abb. 3.21 Schema der Xanthophyllbiosynthese in Kieselalgen, auf dessen Grundlage die Kineti-
ken der Umwandlung von Vx zu Ddx und von Ddx zu Fx analysiert wurden. Zur
Beschreibung der Konzentrationsanderungen der Pigmente wurden die folgenden Diffe-

rentialgleichungen verwendet (Car = b-Carotin):

dCar / dt =—kgz'Ca.r

dzx/ dt =kBZ
dAX/dt =Kz
dvx/ dt :kAV

dDdx/dt = kVD

dFx/ dt :kDF'

-Car —Kkga - ZX

- ZX—Kpy - AX

- Ax—kyp - VX

-VX+ kp - Dtx— ke - Ddx
Ddx

(3.13)
(3.14)
(3.15)
(3.16)
(3.17)
(3.18)

Die Analyse der Kinetiken erfolgte auf der Grundlage des bereitsin Abb. 3.14 postulierten Biosynthe-

seschemas von Xanthophyllen in P. tricornutum. Abb. 3.21 weist jedem der Reaktionsschritte eine

Ratenkonstante zu. Unter der Annahme, dal3 sich alle Pigmentumwandlungen in erster Naherung als

Reaktionen erster Ordnung beschreiben lassen, kénnen die zeitabhangigen Konzentrationsdnderungen

der Xanthophylle durch den Satz an Differentialgleichungen ausgedriickt werden, der in der Legende

zu Abb. 3.21 angegeben ist. Die Ermittlung der Ratenkonstanten aus den einzelnen Experimenten

erfolgte durch numerische Iteration der Pigmentanderungen mittels des Differentialgleichungssystems

bei einer Schrittweite von 1 min (fir die Berechnungen wurde das Tabellenkalkulationsprogramm
Excel 97 von MICROSOFT verwendet).
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Abb. 3.22 Kinetik der Pigmentédnderungen von VAZ- und DT-Pool sowie von Fx in
P. tricornutum im LL (40 pmol Photonen-m?.s™) nach 6 h Inkubation (A) mit HL1
(700 pmol Photonen-m?2s™) oder (B) mit HL2 (1000 umol Photonen-m?s?). In beiden
Fallen wurde unmittelbar nach Ende der HL-Phase Norflurazon (Endkonzentration
5 uM) zugegeben. Alle Pigmentdnderungen sind auf den Chl a-Gehalt der Algen zu
Beginn der LL-Inkubation bezogen. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind nur die Summen
der Pigmente jedes der beiden Xanthophyllzyklen dargestellt. Auch die Anderungen von
b-Carotin sind nicht dargestellt, da dieses wahrend des Mef3zeitraumes nur eine geringe
Abnahme zeigte. Die Gesamtmenge an Carotinoiden blieb wahrend des Experimentes
ebenfalls praktisch unverandert (nicht gezeigt). Die Kurven der Anderungen von VAZ-
Pool (durchgezogen), DT-Pool (gestrichelt) und Fx (gepunktet) sind das Ergebnis einer
numerischen Iteration mittels der Differentialgleichungen 3.13 bis 3.18.

Représentative Messungen der Pigmenténderungen in P. tricornutum im Anschlufd an 6 h Starklicht
gibt Abb. 3.22 wieder. In der Grafik sind die Pigmente des DT- und des VAZ-Zyklus der besseren
Ubersichtlichkeit halber jeweils zusammengefalit. Wie bereits in Abb. 3.16 gezeigt wurde, setzt mit
Beginn der Schwachlichtinkubation eine schnelle Epoxidierung von Zx zu Ax und Vx ein, so dal3 der
Wechsel der Pigmente des VAZ-Zyklus in den DT-Zyklus praktisch ausschliefflich Uber Vx erfolgt.
Ebenfallsin Abb. 3.22 grafisch dargestellt sind die Ergebnisse der numerischen Iterationen; die daraus
resultierenden Ratenkonstanten kyp und ko finden sich in Tab. 3.11. Untersucht wurden zwei Turbi-
dostatkulturen bei einem téglichen Belichtungsprogramm von 6 h Starklicht und 18 h Schwachlicht,
wobei die eine Kultur (Abb.3.22.A) wéhrend der Starklichtphase bei einer PFD von 700 pmol-m2.s™*
(HL1) inkubiert wurde, die andere (Abb.3.22.B) bei 1000 umol Photonen-m?.s* (HL2). Die unter
HL1 inkubierte Kultur zeigte wdhrend der Starklichtphase eine stdrkere Akkumulation des DT-Pools
(Tab. 3.11) und im nachfolgenden Schwachlicht eine gréfere Zunahme an Chla und an Fx
(Abb. 3.22). Die Ratenkonstanten der Umwandlungen von Vx in Ddx und von Ddx zu Fx unterschei-
den sich jedoch nur unwesentlich, da die héhere Fx-Zunahme nach HL1 aus einem entsprechend

groReren DT-Pool gespeist wurde. Dadurch wird die Umwandlung von Ddx in Fx nach 6 h HL1
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(Abb. 3.22.A) deutlicher sichtbar als nach HL2, wahrend sich die Umwandlung von VX zu Ddx besser

nach Belichtung der Algen mit HL2 (Abb. 3.22.B) erkennen 14/3t.

Tab.3.11 Parameter der Umwandiung von Vx zu Ddx und von Ddx zu Fx in P. tricornutum
nach 6 h Starklicht. Die Versuchsbedingungen entsprechen den Angaben zu Abb. 3.22.
Die Ratenkonstanten sind in [min™] angegeben. Die Pigmentkonzentrationen wurden am
Ende der Starklichtphase bestimmt und sind in [mmol-mol Chl a'] angegeben. Exp. =

Experiment.

Exp. Starklichtphase Kvo K or VAZ-Pool DT-Pool Fx
1 HL1 0,011 0,0022 144 295 576
2 HL1 0,009 0,0024 167 281 566
3 HL2 0,008 0,0022 172 174 538
4 HL2 0,008 0,0020 168 187 547

Mittelwert: 0,009 0,0022
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Abb. 3.23 Kinetik der Pigmentanderungen von VAZ- und DT-Pool sowie von Fx

C. meneghiniana im LL (40 pmol Photonen-m?s?) nach 6h Inkubation mit HL2
(1000 umol Photonen-m?.s™). Unmittelbar nach Ende der HL-Phase wurde Norflurazon
(Endkonzentration 5 M) zugegeben (fiir weitere Erlauterungen siehe Legende zu
Abb. 3.22). Die Pigmentmengen in mmol pro mol Chl a nach 6 h HL1 betrugen fir den
DT-Pool 332, den VAZ-Pool 59 und fiir Fx 509; firr kyp wurde ein Wert von 0,15 min™

ermittelt, k oe betrug 0,0016 min™.

In einem weiteren Experiment wurde eine zuvor im Schwachlicht angezogene Batchkultur von
C. meneghiniana unter den gleichen Bedingungen wie die Turbidostatkulturen von P. tricornutum
einmalig fir 6 h mit HL2 und weitere 6 h mit Schwachlicht (40 pmol Photonen-m™?.s?) bestrahlt.
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Wahrend der Starklichtphase akkumulierte der VAZ-Pool in C. meneghiniana nur bis zu einer
Konzentration von knapp 60 mmol-mol Chl a*. Wie Abb. 3.23 zeigt, lie} sich im nachfolgenden
Schwachlicht die Umwandlung von Vx Uber Ddx zu Fx dennoch sehr gut verfolgen, da der erste
Umwandlungsschritt mit einer Ratenkonstante kyp von 0,15 min™® zwei Zehnerpotenzen schneller
ablauft als die Synthese von Fx aus Ddx (kpe = 0,0016 min™). Dadurch &Rt sich deutlicher als bei den
Versuchen mit P. tricornutum zwischen der anfénglichen Zunahme des DT-Pools auf Kosten des
VAZ-Pools und dem fortgesetzten Anstieg von Fx unterscheiden, der sich nunmehr allein aus dem
DT-Pool speist. AulRerdem weist der Versuch mit C. meneghiniana bereits darauf hin, dai3 die Fahig-
keit zur Akkumulation der Pigmente des VAZ-Zyklus nicht auf P. tricornutum beschrankt ist, sondern
vielmehr ein Phanomen darstellt, das auch in anderen Algen mit DT-Zyklus anzutreffen ist (siehe

hierzu auch die weiterfihrenden Untersuchungen in Kap. 3).

2.4 Ein kinetischesModell der Xanthophyllbiosynthese in Kieselalgen

Durch das Turbidostatverfahren im kontinuierlichen Schwachlicht standen Algenkulturen von
P. tricornutum zur Verfligung, die sehr gleichmaliige Wachstumsraten aufwiesen, welche zudem leicht
anhand der Messung der Uberlaufvolumina ermittelt werden konnten (Abb. 3.1). Unter diesen kon-
stanten Bedingungen befinden sich die Algenkulturen in eéinem Flief3gleichgewicht (steady state), und
die Rate der Pigmentzunahme entspricht direkt der Wachstumsrate der Zellen. Sofern die Wachstums-
rate der Algen und die steady-state-Konzentrationen der Pigmente bekannt sind, 183t sich daraus fur
jedes Pigment die Neusyntheserate berechnen, die mindestens erforderlich ist, um seine zellulére
Konzentration wahrend des Kulturwachstums konstant zu halten. Wenn weiterhin Informationen Uber
die biosynthetische Verknipfung zwischen Pigmenten vorliegen, lassen sich auch die theoretisch zu
fordernden Ratenkonstanten der einzelnen Umwandlungsschritte berechnen.

Fir die Xanthophyllbiosynthese in Kieselalgen ist bereits in Abb. 3.14 ein Modell vorgeschlagen
worden, und fur die meisten der darin postulierten Umwandlungsschritte wurden in Abb. 3.21 schon
Ratenkonstanten definiert. Die Umwandlung von b-Carotin Uber Cx zu Zx wurde in Abb. 3.21 aber
vereinfacht als nur ein Reaktionsschritt betrachtet, dem die Ratenkonstante k g, zugeordnet wurde. In
den folgenden Betrachtungen wird der Teilreaktionen der Umwandlung von b-Carotin in Cx die
Ratenkonstante kgc und dem Folgeschritt der Bildung von Zx aus Cx die Ratenkonstante K¢z
zugeordnet. Die im weiteren vorgestellten Modellrechnungen basieren auf folgenden V oraussetzun-
gen:

a) Alle Pigmentumwandlungen werden als Reaktionen erster Ordnung behandelt,

b) ein moglicher Pigmentabbau wird nicht berlicksichtigt,

c) Vxwird als obligatorische Zwischenverbindung bei der Synthese aller Xanthophylle mit alleni-

scher oder acetylenischer Gruppe (Ddx, Dtx und Fx) betrachtet, und

d) eswird angenommen, dal3 Fx in Diatomeen immer Uber die Zwischenverbindung Ddx syntheti-

siert wird.
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Bei der Biosynthese von Vx aus b-Carotin wird zun&chst davon ausgegangen, dal3 Zx eine obligatori-
sche Zwischenverbindung darstellt. Auf3erdem ist zu berlicksichtigen, dal3 die Pigmente b-Carotin und
Ddx nicht nur Precursorfunktion bei der Synthese weiterer Pigmente haben, sondern auch Bestandteile
der Pigment-Protein-Komplexe des Photosyntheseapparates sind. Daher wird angenommen, dald nur
ein Teil dieser beiden Pigmentpools fir die Biosynthese anderer Pigmente zur Verfiigung steht (siehe
hierzu auch die Diskussion in Kap. 2.2).

Die folgenden Berechnungen basieren auf der Uberlegung, dai jedes neu synthetisierte Molekiil
eines bestimmten Pigmentpools zuvor ale Vorléuferpools durchlaufen haben mul3. Fir einen
Vorléauferpool bedeutet dies, dal3 die ihn passierenden neu gebildeten Molekile anteilsméfdig dem
Prozentanteil aller von ihm abgeleiteten Pigmentpools an der Carotinoidgesamtmenge entsprechen.
Wird nun der Prozentanteil aller abgeleiteten Pools durch den Prozentanteil des Vorléuferpools am
Carotinoidgesamtgehalt geteilt, so gibt der resultierende Wert an, wie oft die Molekiile des Vorlaufer-
pools ausgetauscht werden missen, um die angeschlossenen Pigmentpools zu versorgen. Durch
Multiplikation dieses ,, Austauschfaktors® mit der Wachstumsrate erhélt man die Ratenkonstante der
Umwandlung des entsprechenden Pigmentpools. Dabei handelt es sich um eine ,, apparente* Ratenkon-
stante, die nicht die Kinetik eines bestimmten Enzyms, sondern eines Prozesses reprasentiert, der aus
mehreren enzymatischen Schritten bestehen kann (dies ist hochst wahrscheinlich bel der Umwandlung
von VX zu Ddx und von Ddx zu Fx der Fall). Sie definiert die mindestens erforderliche Reaktionsge-
schwindigkeit, mit der der Prozef3 ablaufen muf3, um die aus ihm gespeisten Pigmentpools mit der

wachstumsbedingt erforderlichen Menge an neu gebildeten Carotinoiden zu versorgen.

Tab.3.12 Prozentuale Carotinoidgehalte in einer Turbidostatkultur von P. tricornutum im kon-
tinuierlichen LL (40 pmol Photonen-m?.s?) bei einer mittleren Wachstumsrate p von
0,70-d™. Der Carotinoidgesantgehalt der Kultur betrug 944 mmol pro mol Chl a. CarE-
like = b-Carotin-Epoxid-ahnliches Xanthophyll; % Caroid = Prozentualer Anteil am
Carotinoidgesamtgehalt; s.e. = Sandardfehler (n = 3 bis6).

Pigment % Caroid + s.e. Pigment % Caroid + s.e. Pigment % Caroid + s.e.

b-Carotin 56+03 ZX 0,0020 + 0,0003 Dtx 0,342+ 0,012
CarE-like 0,017 + 0,001 AX 0,136 + 0,002 Ddx 15,66 + 0,08
Cx 0,015 + 0,002 VX 0,524 + 0,008 Fx 774+0,2
CxE 0,300 + 0,008

Tab. 3.12 gibt die prozentualen Gehate der Carotinoide in P. tricornutum bei einer PFD von
40 pmol-m™.s* und einer mittleren Wachstumsrate p von 0,70-d™ bzw. 0,0005-min™ an. Die daraus
berechneten Austauschfaktoren aller Pigmentpools sowie Ratenkonstanten der einzelnen Umwand-
lungsschritte sind in Abb. 3.24 dem Schema der Xanthophyllbiosynthese in Kieselalgen hinzugefugt.

Die Berechnung soll am Beispiel der Umwandiung von Vx zu Ddx nochmals verdeutlicht werden.
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Aus dem Vx-Pool leiten sich Ddx, Dtx und Fx ab, die zusammen einen Anteill von 93,44% am
Carotinoidgesamtgehalt haben. Der Anteil des VVx-Pools betragt aber lediglich 0,524%, also berechnet
sich sein Austauschfaktor zu 93,44 / 0,524 = 178. Die theoretische Ratenkonstante des Umwandlungs-
schrittes von Vx zu Ddx bel einem Wachstum der Zellen von 0,0005-min™ ergibt sich demnach zu

178 - 0,0005-min™* = 0,089:min™.

\

Wachstumsrate = 0.0005*min™

geb.
b-Car 2 b-Car
40% 0001  16%
58 | 0.029
Cx CxE
0.015% 0.30%
6344 | 3.172
0.0020% 23.4 0.14% 345 0.52%
178 | 0.089
geb.
Dtx ¢—————— Ddx 0.6 Ddx
0.34% 9.7% 0.00031 6.0%
8 l0.0040
Fx
77.4%

Abb. 3.24 Kinetische Modellierung der Xanthophyllbiosynthese in Kieselalgen. Unter jedem
Carotinoid ist sein prozentualer Anteil am Carotinoidgesamtgehalt in  einer
P. tricornutum-Kultur bei 40 umol Photonen-m?.s™ angegeben (vgl. Tab. 3.12). Zu jeder
Umwandlungsreaktion ist der Austauschfaktor des reagierenden Pigmentpools sowie die
Ratenkonstante der Reaktion ([min™], kursiv gedruckt) angegeben. b-Car = b-Carotin;
geb. = in Pigment-Protein-Komplexen gebundener Pigmentanteil, der nicht fir die Syn-
these anderer Pigmente zur Verfligung steht.

Die auf diese Weise berechneten theoretischen Ratenkonstanten kénnen nun mit den experimentell
ermittelten Daten verglichen werden. Sollte das der Berechnung zugrunde liegende Modell aus
Abb. 3.24 den tatséchlichen Verhdtnissen der Xanthophyllbiosynthese in Diatomeen entsprechen, so
wére eine gute Ubereinstimmung zwischen experimentellen und theoretischen Daten zu fordern. In
Tab. 3.13 sind die Daten einander gegeniibergestellt. Firr einen Vergleich der Ergebnisse ist alerdings
noch zu berticksichtigen, dal? die theoretischen Raten fur eine unter steady-state-Bedingungen im

Schwachlicht wachsende Kultur von P. tricornutum berechnet wurden. Fir die experimentelle
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Bestimmung der Umwandlungsraten mufdten die beteiligten Pigmentpools in den Algen aber zunéchst
durch mehrstiindige Starklichtinkubation angereichert werden. Daher befanden sich die Algen
wahrend der Messungen nicht mehr im steady state, so dal} moderate Unterschiede zwischen
experimentellen und theoretischen Raten als Folge starklichtbedingter Stoffwechseldnderungen in den
Algen angesehen werden kénnen. Im Falle der Epoxidierungsreaktionen lassen sich diese Anderungen
unmittelbar nachweisen. So zeigt der Vergleich der Epoxidierungsraten von Dtx nach 15 min HL und
nach 6 h HL in Tab. 3.13, dal3 die mehrstiindige Starklichtbehandlung eine Verlangsamung der Reak-
tion um den Faktor 3,57 zur Folge hat (diskutiert in Kap. 2.2). Die Epoxidierungskinetiken von Zx und
AX lassen sich nach 15 min HL nicht experimentell ermitteln, da diese Pigmente nach so kurzer Stark-
lichteinwirkung noch nicht in ausreichender Menge akkumuliert sind. Allerdings kann eine
Abschétzung ihrer Epoxidierungsraten dadurch vorgenommen werden, dal3 die nach 6 h HL gemesse-

nen Ratenkonstanten mit dem fir Dtx ermittelten Faktor multipliziert werden.

Tab.3.13 Vergleich der nach dem Modell in Abb. 3.22 berechneten Ratenkonstanten mit den
experimentell an Kulturen von P.tricornutum und C. meneghiniana ermittelten
Ratenkonstanten. Alle Ratenkonstanten sind in [min™] angegeben.

Theoretische P. tricornutum P.tricornutum  C. meneghiniana
Ratenkonstanten nach 6 h HL nach 15 min HL nach 6 h HL

Kp (Dtx® Ddx) - 0,061 2 0,218° 0,10
Ko (2X® AX) 234 0,068 2 0,243 ¢ 0,10
Kav (AX® Vx) 0,345 0,0742 0,264 1 0,12
Kvo (Vx® Ddx) 0,089 0,009 ° - 0,15
Kpor (Ddx® Fx) 0,0040 0,0022° - 0,0016

A Mittelwerte aus Tab. 3.9
b Mittelwerte aus Tab. 3.11
° Mittelwert aus Tab. 3.8

d Berechnung erfolgte durch Multiplikation der entsprechenden Epoxidierungsrate nach 6 h HL mit
dem Steigerungsfaktor (3,574) von kp nach 15 min HL im Vergleich zu k+p nach 6 h HL.

Aus Tab. 3.13 geht hervor, dal3 sich im Falle der Epoxidierung von Ax zu Vx sowie der Umwand-
lungen von Vx zu Ddx und Ddx in Fx die gemessenen und die theoretischen Ratenkonstanten in der
gleichen GroRRenordnung bewegen. Die Ratenkonstante kyp betrug in P. tricornutum nach 6 h Stark-
licht zwar nur ein Zehntel des aus dem Modell berechneten Wertes, dafiir wies C. meneghiniana, eine
fast doppelt so hohe Rate auf wie gefordert. Diese Beobachtung spricht dafr, dai3 die theoretische
Umwandlungsrate von den Algen prinzipiell realisiert werden kann. Die experimentell ermittelten

Ratenkonstanten kz, der Epoxidierung von Zx zu Ax liegen jedoch in beiden Diatomeen um zwei
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Zehnerpotenzen unter der theoretisch zu fordernden Rate. Die sehr hohe theoretische Rate ist in der
extrem niedrigen steady-state-Konzentration von Zx in P. tricornutum begriindet, welche eine hohe
Umsatzgeschwindigkeit des Zx-Pools verlangt, sofern Zx tatsachlich eine obligatorische Zwischen-
stufe bel der Biosynthese von Ddx und Fx ist. Letzteres wird durch die grof3e Diskrepanz zwischen
gemessener und berechneter Rate alerdings in Frage gestellt. Potentielle Ursachen fiir diese Abwei-
chung sowie alternative Biosynthesewege der Xanthophylle in Kieselalgen werden im folgenden
Kapitel diskutiert.

2.5 Diskussion der Modellierung der Xanthophyllbiosynthese in Kiesel-
algen

Zunéchst ist zu diskutieren, inwieweit fehlerhafte Grundannahmen bel der Modellierung zu den
starken Diskrepanzen zwischen der gemessenen und der theoretisch zu fordernden Epoxidierung von
Zx beigetragen haben konnten. Eine der Annahmen bei der Modellierung war, dal3 in den Algen
praktisch kein Pigmentabbau stattfindet. Bisherige experimentelle Daten hierzu sind widerspriichlich.
So berechneten Riper et a. (1979) aus Pigmentmarkierungsstudien in der Diatomee Skeletonema
costatum fur Chl aeine Lebenszeit t von lediglich 3 bis 10 h (eine Lebenszeit t von z.B. 5 h entspricht
einer Abbauratenkonstante k = 1/t von 0,0033-min™). Goericke und Welschmeyer (1992a, 1992b)
dagegen ermittelten ebenfalls anhand von Pigmentmarkierungskinetiken in der Kiesdlalge
Thalassiosira weissflogii sowohl fir Chl a als auch fir Fx eine durchschnittliche Lebensdauer von
mehreren Tagen bis hin zu Wochen. Der letztgenannte Befund stiitzt die hier getroffene Annahme;
zudem hétte die Berticksichtigung eines moglichen Pigmentabbaus bei der Modellierung eine weitere
Erhohung der Ratenkonstanten und damit eine Verstarkung der Diskrepanzen zur Folge.

Bei der Erstellung des kinetischen Schemas (Abb. 3.24) wurde weiterhin vorausgesetzt, dal? die alle-
nische Gruppe in Fx sowie die acetylenische Gruppe in Ddx bzw. Dtx nur Uber eine 5,6-Epoxidgruppe
gebildet werden konnen, also Vx eine obligatorische Zwischenverbindung bei der Biosynthese von
Ddx, Dtx und Fx darstellt. Die Alternative wére, dal3 die Synthesen von Ddx, Dtx und Fx unabhangig
von der Bildung von Vx erfolgen. Doch belegen die in Abb. 3.12, 3.22 und 3.23 gezeigten Konzentra-
tionsénderungen der Xanthophylle in P. tricornutum bzw. C. meneghiniana klar, daf3 die im Starklicht
gebildeten Pigmente des VAZ-Zyklus in die Pigmente des DT-Zyklus umgewandelt werden kénnen.
Die Akkumulation des VAZ-Zyklus dagegen ist an eine de-novo-Synthese von Carotinoiden geknuipft
und korreliert mit der Deepoxidaseaktivitdt (Kap. 1.6). Diese Beobachtungen stellen zwar keinen
definitiven Beweis fur die postulierte Precursorfunktion von Vx bel der Synthese der anderen
Xanthophylle in Kieselalgen dar, legen sie jedoch nahe. Weiterhin spricht die massive Akkumulation
von Zx in P. tricornutum wahrend der Starklichtphase (Abb. 3.9 und 3.12) dafiir, dal? alle neu synthe-
tisierten Xanthophylle den VAZ-Pool durchlaufen. Dabel liegen keine Anzeichen dafir vor, dal3 Zx
direkt zu Dtx umgewandelt werden kann, da seine Epoxidierung zu Ax und Vx mit deutlich schnelle-
rer Kinetik erfolgt als die Abnahme des VAZ-Pools (Abb. 3.16.B, Tab. 3.13). Offen bleibt jedoch, ob
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die Umwandlung von Vx zu Ddx die einzige Verbindung zwischen dem VAZ-Pool und dem DT-Pool
darstellt oder ob auch Ax direkt zu Dtx umgewandelt werden kann. Einen Hinweis auf die letztge-
nannte Mdglichkeit liefern die bereits genannten Pigmentmarkierungsstudien von Goericke und
Welschmeyer (1992b) an der Diatomee Thalassiosira weissflogii, die darauf hindeuten, da Ddx und
Dtx aus zwe unterschiedlichen Precursor-Pools gebildet werden. Die Mdéglichkeit einer direkten
Umwandlung von Ax zu Dtx wirde auch die sehr schnelle Deepoxidierungskinetik von AXx in
P. tricornutum (Tab. 3.10) in einem anderen Licht erscheinen lassen. Wie Abb. 3.16.D-E zeigt, ist bel
der Deepoxidierung von Ddx ein Uberproportionaler Anstieg von Dtx zu beobachten, wahrend die
Deepoxidierung von Vx in weniger Zx resultiert als erwartet. Mdglicherweise unterbleibt bel der
Umwandlung von Vx zu Zx die temporére Anreicherung des Intermediates Ax auch deshalb, weil
neben der weiteren Deepoxidierung zu Zx ein Teil des aus Vx gebildeten Ax direkt zu Dtx umgewan-
delt wird.

Schliefdich wurde der Modellierung zugrunde gelegt, dal’ Ddx eine obligatorische Zwischenverbin-
dung bei der Synthese von Fx darstellt. Diese Annahme wird zumindest durch die kinetischen
Analysen an P.tricornutum (Abb. 3.22) und C. meneghiniana (Abb. 3.23) gestiitzt, die fir eine
sequentielle Umwandlung von Vx Uber Ddx zu Fx sprechen. Zudem belegen die langerfristigen
Pigmenténderungen in P. tricornutum bei inhibierter Carotinoidbiosynthese (Abb. 3.12) klar, dal3 Fx
aus Ddx gebildet werden kann. Zusammenfassend liegen somit keine Hinweise dafur vor, daf3 die
Diskrepanzen, die hinsichtlich der Epoxidierungsrate von Zx festgestellt wurden, ihre Ursache in
fehlerhaften Grundannahmen bei der Modellierung haben kénnten.

Falls nun aber Zx eine obligatorische Zwischenverbindung bei der Synthese von Vx aus b-Carotin
darstellen sollte, bliebe als Erklarung fur die starken Unterschiede zwischen den modellierten und den
im Rahmen des Xanthophy!llzyklus gemessenen Epoxidierungsraten von Zx nur, dal3 das im Schwach-
licht als Fx-Precursor dienende Zx nicht in der Thylakoidmembran, sondern schon in den
Hullmembranen der Plastiden zu Vx epoxidiert wird. Diese Reaktion mifite dann eine deutlich
grolRere Ratenkonstante aufweisen als die Epoxidierung in der Thylakoidmembran. In der Tat
schlossen Costes et a. (1979) aus Pigmentmarkierungsversuchen an Spinatchloroplasten, dal3 die
Biosynthese von Vx aus Zx in den Hullmembranen stattfindet, und paralele Untersuchungen von
Siefermann-Harms et al. (1978) sprachen dafir, dald Vx anschlieffend in die Thylakoidmembran
transportiert wird. Andererseits zeigten Linden et a. (1993) mittels Immunogoldmarkierung, dal3 das
Enzym Phytoen-Desaturase (vgl. Abb. 1.6) sowohl in Spinat als auch in Tabak (Nicotiana tabacum)
zum grofden Teil in Assoziation mit der Thylakoidmembran vorliegt. Auch wiesen Hillmembranen
aus Spinat im Gegensatz zur Thylakoidmembran praktisch keine Desaturaseaktivitét auf (Linden et al.
1993). Diesem Befund nach wirde bereits die Synthese von b-Carotin in der Thylakoidmembran
ablaufen. An Kieselalgen sind bisher keine entsprechenden Untersuchungen vorgenommen worden.
Diein Abb. 3.8 und 3.16 dargestellten Ergebnisse zum CE-Zyklus zeigen jedoch, dal3 etwa ein Drittel
des in P. tricornutum unter Starklicht akkumulierten CE-Pools an den Xanthophyllzyklusreaktionen
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teilnimmt. Zumindest dieser Pigmentanteil sollte sich demnach bereits in der Thylakoidmembran
befinden, um fir die lumenale Deepoxidase zuganglich zu sein. Doch schlief’t diese Uberlegung nicht
aus, dal3 sich der Anteil an CxE, der auch nach langerer Starklichtinkubation verbleibt (Abb. 3.9 und
3.10), noch in den Hillmembranen befindet. Der selbst bei hohen Lichtintensitéten relativ niedrige
Deepoxidierungsstatus des CE-Pools in P. tricornutum (Tab. 3.5) spricht jedenfalls dafiir, dal3 ein
groRRerer Teil des CxE nicht fur die Deepoxidase zuganglich ist. Eine Erklarungsmoglichkeit hierflr
waére, dal3 ein Teil der CxE-Molekile ihren polaren 3-Hydroxy-5,6-Epoxy-Jononring auf der stroma-
len Seite der Thylakoidmembran exponiert haben und die Polyenkette sowie der zweite Jononring
aufgrund ihres hydrophoben Charakters in einem flachen Winkel in die Thylakoidmembran
eintauchen, anstatt sie zu durchspannen. Auf diese Weise in der Thylakoidmembran lokalisierte
CxE-Molekile waren vermutlich fir die lumenae Deepoxidase nicht erreichbar. Den gleichen Effekt
hétte eine Bindung von CxE an Thylakoidmembranproteine. Eine andere Alternative wére die schon
erwadhnte Lokalisation dieses CxE-Anteilsin den Hillmembranen.

Aus Abb. 3.24 wird deutlich, daf3 das dort dargestellte kinetische Modell aufgrund des sehr kleinen
steady-state-Pools an Cx auch eine sehr grof3e Ratenkonstante fir die Hydroxylierung von Cx zu Zx
fordert. Abb. 3.16.C spricht jedoch dafur, dal3 das in P. tricornutum wéhrend der Starklichtperiode
akkumulierte Cx vollsténdig zu CxE epoxidiert wird. Es sind keine Anzeichen fir eine Reaktion
erkennbar, die mit der Epoxidierung um das Substrat Cx konkurrieren wirde. Fur die b-Carotin-
Hydroxylase aus A. thaliana deuten Untersuchungen von Sun et al. (1996) darauf hin, dal3 das Enzym
in vivo méglicherweise als Dimer vorliegt und auf diese Weise die beiden Jononringe eines b-Carotin-
Molekiils gleichzeitig hydroxyliert werden kénnten. Sollte die Hydroxylase in P. tricornutum nach
diesem Prinzip arbeiten, so wirde dies die niedrige steady-state-Konzentration an Cx (Tab. 3.12)
erkléren und zugleich wirde sich das Problem der hohen Ratenkonstante fir den zweiten Schritt nicht
mehr stellen. In diesem Fall wére CxE moglicherweise nur ein Nebenprodukt, das aus Cx-Molekilen
gebildet wird, welche durch Abbruch der Hydroxylase-Reaktion nach der Hydroxylierung nur eines
der beiden Jononringe von b-Carotin entstehen.

Alternativ kdnnte CxE aber auch anstelle von Zx als Zwischenprodukt bei der Synthese von Ax bzw.
Vx fungieren. Auf diese Moglichkeit deuten sowohl die im Vergleich zu Zx um zwei Zehnerpotenzen
hohere steady-state-K onzentration von CxE (Tab. 3.12) in P. tricornutum, die unter Norflurazon rela-
tiv schnell abnimmt (Ab. 3.11), als auch die schnelle Abnahme des CxE, das nach 6 h Starklicht durch
die Epoxidierung von Cx gebildet wird (Abb. 3.16.C und 3.16.F). Ein dieser Alternative entsprechen-
des Schema der Xanthophyllbiosynthese in Kieselalgen und die resultierenden Ratenkonstanten sind
in Abb. 3.25 dargestellt.
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Abb. 3.25 Alternatives kinetisches Modell der Xanthophyllbiosynthese in Kieselalgen. Unter
jedem Carotinoid ist sein prozentualer Anteil am Carotinoidgesamtgehalt in einer
P. tricornutum-Kultur bei 40 pmol Photonen-m?s® genannt (vgl. Tab. 3.12). Zu jeder
Umwandlungsreaktion sind der Austauschfaktor des reagierenden Pigmentpools sowie
die Ratenkonstante der Reaktion ([min], kursiv gedruckt) angegeben. Die der Vx-
Bildung nachfolgenden Schritte und die dazugehtrigen Ratenkonstanten sind mit denen
in Abb. 3.24 identisch und deshalb nicht nochmals dargestellt. b-Car = b-Carotin;
geb. = in Pigment-Protein-Komplexen gebundener Pigmentanteil, der nicht fur die
Synthese anderer Pigmente zur Verfiigung steht.

In diesem Schema stellt die Epoxidierung von Cx zu CXE den schnellsten zu fordernden Schritt dar.
Die Kinetik dieser Reaktion in P. tricornutum nach 6 h Starklicht wurde in Kap. 2.1.2 untersucht, in
Tab. 3.14 sind die Ergebnisse den theoretisch zu fordernden Ratenkonstanten aus Abb. 3.25 gegen-
Ubergestellt. Auch hier wurde wie schon in Tab. 3.13 angenommen, dal3 die sechsstiindige
Starklichtbehandlung zu einer Verlangsamung der Epoxidierungsreaktion im nachfolgenden
Schwachlicht fuhrt. Entsprechend wurden die Ratenkonstanten der Epoxidierung von Cx sowie der im
Laufe der Schwachlichtinkubation einsetzenden Abnahme von CxE mit dem aus den unterschiedli-
chen Epoxidierungsraten von Dtx ermittelten Faktor 3,574 multipliziert. Dennoch ist die auf diese
Weise ermittelte Ratenkonstante der Cx-Epoxidierung noch um den Faktor 30 kleiner as der theore-
tisch zu fordernde Wert. Im Modell der Abb. 3.24 betrug der Unterschied zwischen theoretischer und
experimentell ermittelter Epoxidierungsrate von Zx zu Ax den Faktor 100, doch die hier vorliegende
Diskrepanz um den Faktor 30 bleibt unbefriedigend.
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Tab.3.14 Vergleich der nach dem Modell in Abb. 3.25 berechneten Ratenkonstanten mit den
experimentell an Kulturen von P.tricornutum ermittelten Ratenkonstanten. Alle
Ratenkonstanten sind in [min™] angegeben.

Theoretische P. tricornutum P. tricornutum

Ratenkonstanten nach 6 h HL nach 15 min HL
Ko (Dx® Ddx) - 0,061 % 0,218 °
Kee (Cx® CxE) 3,18 0,027 2 0,096 ¢
Kex (CXE® Ax?) 0,157 0,012 0,036 ¢
Kex (CXE® Ax?) HL 0,157 0,256 -

aMittelwerte aus Tab. 3.9
b Mittelwert aus Tab. 3.10
¢ Mittelwert aus Tab. 3.8

d Berechnung erfolgte durch Multiplikation der entsprechenden Epoxidierungsrate nach 6 h HL mit
dem Steigerungsfaktor (3,574) von kp nach 15 min HL im Vergleich zu k+p nach 6 h HL.

Somit ist das Problem zunéchst lediglich auf einen friiheren Biosyntheseschritt vorverlegt worden.
Dennoch bleibt CxE als Intermediat der Biosynthese von Vx aus b-Carotin denkbar, da die Ratenkon-
stanten seiner Abnahme in der gleichen GrofRenordnung liegen wie die laut Abb. 3.25 zu fordernde
Rate der hypothetischen Umwandlung von CxE zu Ax (Tab. 3.14). Auch die deutliche Abnahme des
CxE-Gehaltes in P. tricornutum nach Hemmung der Carotinoidneusynthese durch Norflurazon, die
sowohl im Starklicht (Abb. 3.11.C) als auch im nachfolgenden Schwachlicht (Tab. 3.6) beobachtet
werden kann, spricht fur eine Precursorfunktion von CxE bel der Xanthophyllbiosynthese. Allerdings
|8t sich eine mogliche Bildung von Ax aus CxE nicht direkt anhand der Anderungen der Ax-Gehalte
in den Algen nachweisen, daauch nach 6 h Starklicht die Menge an CxE sehr gering ist. Zwar sind die
Ax-Konzentrationen in P. tricornutum nach Starklicht zunéchst ebenfalls sehr niedrig, doch wird ein
moglicher Zustrom aus dem CxE-Pool durch die wesentlich grofRere Zunahme infolge der Epoxidie-
rung von Zx sowie durch den Abflul3 in Richtung Vx Uberlagert (Abb. 3.16.B-C).

Bemerkenswert ist die starke Beschleunigung der CxE-Abnahme in P. tricornutum-Zellen, die nach
6 h Starklicht und 45 min Schwachlichterholung erneut mit Starklicht inkubiert werden (Abb. 3.16.F).
Wie aus Tab. 3.14 ersichtlich, erhoht sich der Abflul aus dem CE-Pool beim Wechsel von Schwach-
licht zu Starklicht etwa um den Faktor 25 und ist damit fast doppelt so hoch wie die theoretisch zu
fordernde Schwachlicht-Ratenkonstante (Abb. 3.25). Sofern hinter der beschleunigten Abnahme von
CxE im Starklicht tatsachlich ein schnellerer Ubergang der Pigmente des CE-Pools in den VAZ-Pool
steht, hétte diese Aktivierung eine Forderung des Umwandlungsschrittes von CxE zu Ax gegeniiber
der um das Substrat CxE konkurrierenden Deepoxidase-Reaktion zur Folge. Eigene Modellrechnun-
gen auf Basis des Biosyntheseschemasin Abb. 3.25 (Daten nicht gezeigt) sprechen zwar dafr, dal3 die
theoretische Schwachlicht-Ratenkonstante kgx von 0,157 auch im Starklicht bei aktiver Deepoxidase
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ausreichend grof3 ware, um die experimentell zu beobachtende Neusynthese der Pigmente des
DT-Zyklus wahrend 6 h Starklicht (Abb. 3.9) zu ermdglichen. Doch wiirde eine beschleunigte
Umwandlung von CxE zu Ax die Synthese von Ddx bzw. Dtx zusétzlich beglinstigen. Eine alternative
Strategie zur fortgesetzten Synthese der DT-Zyklus-Pigmente im Starklicht wére, wie bereits erortert,
die Vermeidung der Deepoxidase-Reaktion infolge einer Lokalisation der entsprechenden Biosyn-
theseschritte in den Hullmembranen.

Schliefdlich wére noch eine Betelligung des b-Car-Epoxid-hnlichen Pigmentes in P. tricornutum an
der Xanthophy!lbiosynthese mdglich. Seine steady-state-Konzentration im Schwachlicht liegt bel etwa
0,17 mmol pro mol Chl & das entspricht einem Anteil von nicht ganz 0,02% am Carotinoid-
gesamtgehalt. Unter der Voraussetzung, dal3 es sich bel diesem Pigment tatséchlich um b-Car-Epoxid
handelt, wére vorstellbar, dal3 in P. tricornutum b-Carotin bevorzugt zu b-Car-Epoxid umgewandelt
und dieses anschlief3end zu CxE hydroxyliert wird. In diesem Fall wéare aber zu fordern, dai
P. tricornutum Uber eine Epoxidase verfigt, die auch b-Carotin als Substrat akzeptiert. Dies steht im
Gegensatz zu Untersuchungen von Bouvier et al. (1996) an einer heterolog exprimierten Epoxidase
aus Paprika (Capsicum annuum), die dafir sprechen, dal3 b-Carotin zumindest von dem in Héheren
Pflanzen vorkommenden Enzym nicht epoxidiert werden kann. Zwar ist durchaus vorstellbar, dal3
Diatomeen Uber eine abgewandelte Epoxidase verfligen, doch wére in diesem Fall zu erwarten, dal3
das Enzym auch CxE weiter zu b-Cryptoxanthin-Diepoxid umsetzt. Dieses Pigment sollte bei dem in
der vorliegenden Arbeit verwendeten HPLC-System etwa zwel Minuten vor CxE eluieren, also im
Bereich der Retentionszeit von Zx (vgl. Tab. 2.3). Da b-Cryptoxanthin-Diepoxid den gleichen
Chromophor wie Vx aufwelst, sollte sein Absorptionsspektrum mit dem von VX identisch sein (Britton
1995). Entsprechend miif3te b-Cryptoxanthin-Diepoxid zumindest in den schwachlichtakklimatisierten
Turbidostatkulturen von P. tricornutum, die praktisch kein Zx aufweisen, gut detektierbar sein. Es
lagen jedoch in keinem Fall Anzeichen fir seine Anwesenheit vor. In diesem Zusammenhang ist
ferner anzufiigen, dal3 sich die Konzentration des b-Car-Epoxid-ahnlichen Pigmentesin P. tricornutum
unter 6 h Starklicht etwa verdreifacht; werden die Algen anschlief3end im Schwachlicht unter Norflu-
razon inkubiert, so hat sein Gehalt nach 18 h aber um lediglich 20% abgenommen. Diese Beobachtung
schliefdt eine Beteiligung des Pigmentes an der Xanthophyllbiosynthese in P. tricornutum zwar nicht
definitiv aus, spricht allerdings auch nicht fir diese Annahme. Alternativ konnte das b-Car-Epoxid-
dhnliche Pigment in P. tricornutum durch eine nicht-enzymatische Oxidation von b-Caratin entstehen.
Young und Mitarbeiter (Young et al. 1989, Young und Britton 1990) zeigten, dal3 b-Car-Epoxid
sowohl in Gerste (Hordeum vulgare) als auch in der Grinalge Dunaliella parva erst unter Starklicht
bzw. oxidativem Stref3 gebildet wird. Da das unter diesen Bedingungen entstandene b-Car-Epoxid
optisch inaktiv war, handelte es sich offensichtlich um ein racemisches Gemisch des 5R, 6S- und des
5S, 6R-Epoxides; dieser Umstand spricht fir einen nicht-enzymatischen Bildungsmodus. Auch wenn

das b-Car-Epoxid-dhnliche Pigment bereits in Schwachlichtkulturen von P. tricornutum detektierbar
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ist, so deutet die im Starklicht zu beobachtende Verdreifachung seiner Konzentration auf die Mdglich-
keit hin, daf3 dieses Epoxid ebenfalls nicht-enzymatisch gebildet wird.

Zusammenfassend ist festzustellen, dal3 durch den Vergleich von experimentell ermittelten und
modellierten Ratenkonstanten das Schema der Xanthophyllbiosynthese, das jeweils der Modellierung
zugrunde liegt, zwar nicht abschlief3end verifiziert werden kann. Die Modellierung zeigt jedoch auf,
welche der jeweils postulierten Biosyntheseschritte durch experimentelle Daten noch nicht bzw. unzu-
reichend gesichert sind und identifiziert somit Schwachstellen, die weiterer Untersuchung bedirfen.
Im Fall von P. tricornutum betrifft diesin erster Linie die Biosynthese von Vx aus b-Carotin. So bleibt
Zu untersuchen, ob die beteiligten Reaktionen in den Thylakoid- oder den Hillmembranen der Plasti-
den stattfinden. Auf3erdem ist zu klédren, ob in Kieselalgen neu synthetisierte Xanthophylle tUber Zx,
Ax oder Vx in den VAZ-Pool gelangen. Damit in direktem Zusammenhang steht die Frage, ob CxE
dabei ein Intermediat darstellt.

Die hier vorgestellte Modellierungsmethode ist auch auf andere einzellige Algen anwendbar. Eine
Voraussetzung hierfir ist die Bestimmung des Wachstums und der steady-state-Pigmentgehalte von
kontinuierlichen Kulturen der betreffenden Algen. Die Evaluation eines hypothetischen Biosynthese-
schemas anhand von experimentell ermittelten Ratenkonstanten ist jedoch nur méglich, wenn sich
postulierte Intermediate z.B. durch temporéare Starklichtinkubation akkumulieren lassen und anschlie-
fend mit einer mefdbaren Rate wieder abgebaut werden. Sollte dies nicht moglich sein, bietet die
Methode dennoch die Moglichkeit, Ergebnisse aus in-vitro-Messungen einzelner Umwandlungs-

schritte mit den anhand des Modells abgeschéatzten in-vivo-Ratenkonstanten zu vergleichen.
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3. Untersuchung der Pigmente und der Xanthophyllzyklen
welterer Algenarten ausder Gruppe der Chromophyten

Im folgenden wurden die Untersuchungen zur Verbreitung von VAZ- und DT-Zyklus sowie zum
Zusammenhang zwischen den Xanthophyllzykluspigmenten und der Biosynthese der Lichtsammel-
xanthophylle auf eine Reihe weiterer Algen aus der Gruppe der Chromophyten ausgedehnt. Von
besonderem Interesse war dabel die Frage, inwieweit die Beobachtungen an P. tricornutum verallge-
meinert werden konnen. Alle folgenden Experimente wurden an Algen durchgefihrt, die vor Beginn
der eigentlichen Versuche als Batchkulturen angezogen worden waren. Die Belichtungsexperimente
erfolgten in der gleichen Versuchsanordnung wie schon im Fal der Turbidostatkulturen von
P. tricornutum (fur weitere Details siehe Material und Methoden, Kap. 2.2 und Kap. 3.1).

3.1 Vorkommen von VAZ-Zyklus und DT-Zyklus in Chromophyten sowie
der Chl a/b-haltigen Alge Euglena gracilis

Zunéchst wurde die Verbreitung von DT-Zyklus und VAZ-Zyklus anhand einer Reihe von Algen aus
verschiedenen Klassen bzw. Abteilungen der Chromophyten genauer untersucht. Sofern Xanthophylle
mit einer acetylenischen Gruppe wie z.B. in Ddx oder einer allenischen Gruppe wie in Fx grundsétz-
lich Uber eine intermedidre 5,6-Epoxidgruppe gebildet werden, sollten sich die Pigmente des VAZ-
Zyklusin allen Algen mit DT-Zyklus durch eine Starklichtstimulation der Deepoxidase akkumulieren
lassen. Aulderdem wurden Algen mit VAZ-Zyklus daraufhin untersucht, ob sie umgekehrt unter langer

andauerndem Starklicht auch die Pigmente des DT-Zyklus bilden kénnen.

3.1.1 Diadinoxanthinhaltige Algen: Bacillariophyceae, Xanthophyceae, Haptophyta, Dinophyta,
Euglenophyta

In die folgenden Experimente wurden auch die beiden bereits zuvor untersuchten Kieselalgen
P. tricornutum und C. meneghiniana mit einbezogen. Im Fall von P. tricornutum ergibt sich dadurch
die Moglichkeit, das Verhalten der an periodische Starklichtbestrahlung akklimatisierten Turbidostat-
kulturen mit dem einer Batchkultur zu vergleichen, die im Schwachlicht angezogen wurde. Darlber
hinaus wurde mit Euglena gracilis auch eine Chl a/b-haltige Alge untersucht. Diese Alge enthélt
neben cis-Neoxanthin, das in praktisch allen Chl b-haltigen Organismen vorkommt, erhebliche
Mengen an Ddx; dagegen wurde Vx als potentieller Precursor der Ddx-Biosynthese bisher nicht in
E. gracilis nachgewiesen.

Wie die Zusammenstellung der Ergebnisse in Abb. 3.26 zeigt, akkumulierten ale untersuchten
Algen, die einen DT-Zyklus aufweisen, wahrend der sechsstiindigen Starklichtinkubation auch die
Pigmente des VAZ-Zyklus. Somit ist dieses Phanomen nicht auf Kieselalgen beschrankt; vielmehr
kann davon ausgegangen werden, dal3 es bei Algen mit DT-Zyklus generell anzutreffen ist. Dieser
Befund stiitzt zugleich die Hypothese, dai die Biogenese der acetylenischen Gruppe in Ddx bzw. Dtx

generell Uber eine 5,6-Epoxidgruppe als Intermediat erfolgt. Bei oberflachlicher Betrachtung scheinen
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A) Bacillariophyceae: Phaeodactylum tricornutum
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B) Bacillariophyceae: Cyclotella meneghiniana
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C) Xanthophyceaea: Mischococcus sphaerocephalus
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E) Haptophyta: Paviova lutheri
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F) Haptophyta: Prymnesium parvum
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G) Dinophyta: Amphidinium carterae
) HL > LL > HL > LL >
= 5001 @Ddx ODtx BVx EAx OZx
o 100 -
S 400 A
€
= 300
£ 200 1 501
=
S 100 A
£
= 0 - gl wm wm |
0 10 20 360 370 380 0 10 20 360 370 380
Zeit [min] Zeit [min]
H) Euglenophyta: Euglena gracilis
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Abb. 3.26 Vorkommen von DT-Zyklus und VAZ-Zyklus in Ddx-haltigen Algen. Alle untersuchten
Algen stammten aus Batchkulturen. Se wurden 1 h vor Versuchsbeginn in Turbidostat-
anzuchtgefafe Uberfihrt und als Airliftkulturen zundchst im Schwachlicht (40 pmol
Photonen-m®s™) vorinkubiert (fir weitere Details siehe Material und Methoden,
Kap. 2.2 und Kap. 3.1). Dann wurden die Algen 6 h mit Sarklicht (P. tricornutum bel
500 pumol, P. parvum und A. carterae bei 1000 umol, alle weiteren Algen bei 700 pmol
Photonen-m?:s™) und anschliefend erneut mit Schwachlicht bestrahlt. Dabei wurden die
Anderungen der Xanthophyllzykluspigmente wahrend der ersten 20 min der Starklicht-
phase (0, 10 und 20 min nach Versuchsbeginn) sowie der nachfolgenden Schwachlicht-
inkubation (360, 370 und 380 min nach Versuchsbeginn) verfolgt. Die unterschiedliche
SKkalierung der y-Achsen in den Teilen 1 und 2 der Abbildung ist zu beachten.

die fur E. gracilis erhaltenen Daten (Abb. 3.26.H) dieser Aussage zu widersprechen, da diese Alge
auch nach 6 h Starklicht nur verschwindend geringe Mengen eines Zx-adhnlichen Pigmentes angerei-
chert hatte. E. gracilis zeigte unter den hier gewahlten Bedingungen jedoch auch keine Deepoxidie-
rung von Ddx zu Dtx. Diese Beobachtung spricht fir eine inaktive, defekte oder vollig fehlende
Deepoxidase in E. gracilis. Unter diesen Umstanden ist eine Akkumulation von Zx im Starklicht auch
nicht zu erwarten, da die in Kap. 1.6 dargestellten Untersuchungen an P. tricornutum fir eine essen-
tielle Rolle der Deepoxidase-Aktivitét bei der Zx-Akkumulation sprechen.

Krinsky (1964) beobachtete beim auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten Stamm von
E. gracilis erst unter anaeroben Verhaltnissen (N,-Atmosphére) eine Umwandlung von Ddx zu Dtx.
Deshalb wurde ein weiterer Versuch durchgefiihrt, bei dem die Algensuspension wahrend der Belich-
tung mit Stickstoff anstelle von Druckluft durchsprudelt wurde. Doch auch unter diesen Bedingungen
war keine Deepoxidierung von Ddx mefdbar. Im Gegensatz zu den hier untersuchten, logarithmisch
wachsenden Algen verwendete Krinsky fur seine Versuche Zellen, die sich bereits in der stationéren
Phase befanden. Dies mag eine Ursache fur die unterschiedlichen Beobachtungen sein. Als Konse-
guenz gelang die Akkumulation der Pigmente des VAZ-Zyklus in E. gracilis in der vorliegenden
Arbeit nicht. Dennoch wurden sehr geringe Mengen an Pigmenten gefunden, die die gleichen Retenti-
onszeiten sowie Online-Spektren aufwiesen wie die Referenzpigmente VX, Ax und Zx aus Spinat.
Allerdings reichten die vorgefundenen Konzentrationen nicht aus, um die Pigmentidentitéten durch
den Nachweis von Epoxidgruppen mittels Furanoidumlagerung abzusichern (siehe Materia und
Methoden, Kap. 6.2.3). Entsprechend ist das Vorliegen von Vx, Ax und Zx in E. gracilis durch
weitere Untersuchungen zu bestétigen. Doch deuten die vorlaufigen Ergebnisse bereits auf die Mdg-
lichkeit hin, da3 Ddx in E. gracilis ebenfalls Uber Vx as Zwischenverbindung synthetisiert wird.

Abgesehen von der grundsétzlichen Gemeinsamkeit, dal? neben den Pigmenten des DT-Zyklus auch
die des VAZ-Zyklus akkumuliert werden kénnen, zeigten die untersuchten Algen eine Reihe individu-
eller Besonderheiten, auf die an dieser Stelle noch etwas naher eingegangen wird. Zunéchst fallt bei
der im Batchverfahren angezogenen Kultur von P. tricornutum auf, dal? sie wahrend der sechsstiindi-
gen Starklichtperiode deutlich weniger Zx akkumulierte als eine an periodisches Starklicht akklimati-
sierte Turbidostatkultur (vgl. Abb. 3.26.A mit Abb. 3.8). Allerdings betrug die PFD wahrend der
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Starklichtphase im vorliegenden Experiment lediglich 500 pmol Photonen-m™?.s*. Als Ursache hierfiir
stellte sich erst im Anschlul? an den Versuch eine alterungsbedingte Intensitétsminderung der verwen-
deten Starklichtquelle heraus. Die verminderte Starklichtintensitét fihrte in Einklang mit den Untersu-
chungen in Kap. 1.6.1 zu einer geringeren Akkumulation von Zx. Die dort bel sechsstindiger
Belichtung von P. tricornutum mit 500 pmol Photonen-m™.s* beobachtete Relation der Zuwéchse von
DT- und VAZ-Pool (Abb. 3.9) zeigt gute Ubereinstimmung mit den Verhaltnissen im vorliegenden
Experiment. Diein Abb. 3.26.A gezeigten Daten der Epoxidierung von Dtx in P. tricornutum nach der
Starklichtperiode kénnen auch fir eine vorsichtige Abschdtzung des Einflusses der Starklichtintensitét
auf die Epoxidase-Aktivitédt herangezogen werden. Zwar ist bei lediglich drei Mef3punkten in
Abb. 3.26.A (360, 370 und 380 min) die Analyse der zugehorigen Epoxidierungskinetik nur von
bedingter Aussagekraft; doch ergibt eine Abschétzung der Epoxidierungsrate k +p anhand dieser Daten
einen Wert von etwa 0,2-min™ und ist somit um den Faktor 3,3 gréRer alsin den Turbidostatkulturen,
die einer Starklichtintensitét von 700 umol Photonen-m?.s* ausgesetzt waren (Tab. 3.9). Bel Zugrun-
delegen einer paralelen Aktivitdt von Deepoxidase und Epoxidase im Starklicht, wie sie in Kap. 2.2
diskutiert wurde, fordert die vorliegende Beobachtung eine Erweiterung der in Kap. 1.8 aufgefiihrten
Ursachen fir die Zx-Akkumulation im Starklicht. Demnach ist nicht alein die Aktivitét der Deepoxi-
dase, sondern das Verhdltnis von Deepoxidase- und Epoxidase-Reaktion fur die Zunahme von Zx
mal3geblich. Eine Verlagerung der Carotinoidbiosynthese in Richtung Zx kann folglich nicht nur
durch eine erhthten Deepoxidase-Aktivitét, sondern auch durch eine verminderte Epoxidierungsrate
verursacht sein.

Die andere untersuchte Kieselalge C. meneghiniana zeigte im Starklicht etwa den gleichen Zuwachs
an Xanthophyllzykluspigmenten wie P. tricornutum, doch akkumulierte sie deutlich gréRRere Mengen
an Zx auf Kosten der Dtx-Zunahme (Abb.3.26.B). Da die Starklichtintensitdt im Fall von
C. meneghiniana aber 700 u Photonen-m?s® betrug, entspricht dieser Befund den Erwartungen.
Ebenfalls in Ubereinstimmung mit den zuvor dargestellten Ergebnissen (Abb. 3.23) war im Anschluld
an die Starklichtphase eine rasche Abnahme des VAZ-Pools bei gleichzeitiger Zunahme des DT-Pools
(Abb. 3.26.B) zu beobachten. Dabei zeigte die Epoxidierung in beiden Xanthophyllzyklen etwa den
gleichen zeitlichen Verlauf wie bel P. tricornutum (Abb. 3.26.A).

Die beiden untersuchten Xanthophyceen wiesen bereits vor der Starklichtphase ein merkliche
Menge an Vx auf (Abb. 3.26.C-D). Besonders aufféllig ist dies bei Mischococcus sphaerocephal us;
hier war im Zuge der Starklichtinkubation auch die stéarkste Zx-Akkumulation zu beobachten. Sowohl
M. sphaerocephalus as auch Pleurochloris meiringensis zeigten im Starklicht eine geringere
Zunahme des DT-Pools as die beiden untersuchten Diatomeen, obwohl alle vier Algenarten zu
Beginn der Starklichtphase vergleichbare Mengen an Ddx aufwiesen. Allerdings wurde die minimale
Zunahme des DT-Paools in M. sphaerocephalus durch eine entsprechend grof3e Zunahme des VAZ-
Pools kompensiert. Die nach 6 h Starklicht verbliebene Menge an Ddx betrug in beiden Algen wie

schon bei den Diatomeen etwa 50 mmol pro mol Chl a
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Die beiden Haptophyten (Abb. 3.26.E-F) hatten nach 6 h Starklicht bezogen auf ihren Chl a-Gehalt die
mit Abstand gréften Mengen an Xanthophyllzykluspigmenten akkumuliert; ihre Konzentration lag bel
Uber 500 mmol pro mol Chl a. Paviova lutheri wies jedoch schon vor der Starklichtinkubation mit
400 mmol Ddx pro mol Chl a einen sehr hohen Gehalt dieses Pigmentes auf. In beiden Haptophyten
betrug der Restgehalt an Ddx nach 6 h Starklicht wie bei den zuvor genannten Algen etwa 50 mmol
pro mol Chl a. Aufféllig war, dal3 Prymnesium parvum am Ende der Starklichtphase einen ebenso
grof3e Menge an Vx aufwies und der Deepoxidierungsgrad des VAZ-Pools infolgedessen bei lediglich
50% lag. Wie bereitsin Kap. 2.5 beim analogen Fall des CE-Poolsin P. tricornutum diskutiert, konnte
das im Starklicht in P. parvum vorliegende Vx entweder an Thylakoidmembranproteine gebunden
oder in den Hlllmembranen lokalisiert sein; in beiden Féllen wéare es fur die Deepoxidase nicht
zuganglich.

Beim Dinoflagellat Amphidinium carterae schliefdlich fallt auf, dal3 mit einsetzendem Starklicht nur
ein geringer Anteil des vorhandenen Ddx deepoxidiert wurde und auch nach 6 h Starklicht noch fast
200 mmol Ddx pro mol Chl a vorlagen; der Deepoxidierungsgrad des DT-Pools betrug zu diesem
Zeitpunkt lediglich 40%. Da auch die Epoxidierung von Dtx im nachfolgenden Schwachlicht relativ
langsam verlief, sollte der hohe Ddx-Anteil im Starklicht nicht durch eine héhere Starklichtaktivitét
der Epoxidase im Vergleich zu den anderen Algen verursacht sein. Demnach scheint ein grof3er Tell
des Ddx in A. carterae fir die Deepoxidierung nicht verfligbar zu sein. Vergleichbare Beobachtungen
machten Demers et al. (1991) am Dinoflagellaten Alexandrium excavatum. Auch hier erreichte der
DT-Pool bei einem Lichtintensitdtswechsel von 50 pmol Photonen-m?.s® zu 1000 pmol Photo-
nen-m?s’ einen Deepoxidierungsgrad von lediglich 40%, wobei im Starklicht etwa 200 mmol Ddx
pro mol Chl a verblieben; allerdings betrug die Starklichtperiode nur 1 h. Ebenso wurde in Freiland-
experimenten fir den DT-Pool von Dinoflagellaten, die symbiotisch in Korallen leben, selbst bei
Lichtintensitdten von tber 2000 umol Photonen-m?.s™ ein Deepoxidierungsgrad von maximal 40%
ermittelt; auch in diesem Fall verblieben mehr als 200 mmol Ddx pro mol Chl a (Ambarsari et al.
1997, Brown et a. 1999). Weitere Untersuchungen der DT-Zyklus-Pigmente in Dinophyten
beschrénkten sich darauf, die Pigmentgehalte von Schwachlicht- und Starklichtkulturen miteinander
zu vergleichen (Johnsen und Sakshaug 1993, Latasa 1995, Jovine et al. 1995, Johnsen et al. 1997).
Dabel wies der DT-Pool in allen untersuchten Algen, solange sie sich in der logarithmischen Wachs-
tumsphase befanden, auch unter Starklicht (150 bis 500 pmol Photonen-m?s?) einen maximalen
Deepoxidierungsgrad von nur 10% auf. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden sowohl aus
Prorocentrum minimum a's auch aus Heterocapsa pygmaeae zwei Formen des membranintrinsischen
Chl aChl c,-Peridinin-Proteins (iPCP bzw. ACP) isoliert, die unterschiedliche Mengen an Ddx binden
(Jovine et al. 1995, Johnsen et al. 1997). Die auf Starklichtkulturen beschrénkte Isoform weist einen
deutlich htheren Ddx-Antell auf als die konstitutive Isoform, wobei Ddx in beiden LHC-Typen nicht
an der Lichtsammlung beteiligt zu sein scheint (Johnsen et al. 1997). Diese Befunde deuten darauf hin,

dal3 in Dinoflagellaten moglicherweise bereits Ddx eine photoprotektive Funktion ausiibt (Johnsen et
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a. 1994, 1997) und der DT-Zyklus in diesem Zusammenhang méglicherweise eine untergeordnete
Rolle spielt. Zur Klérung dieses Sachverhaltes bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen an
Schwachlichtkulturen unter mehrstiindiger Starklichtinkubation. Abschlie3end ist noch zu bemerken,
da3 der VAZ-Pool in A. carterae im Anschlul3 an die Starklichtphase sehr rasch abnahm
(Abb. 3.26.G). Eine vergleichbare Abnahme wurde auch bei der Diatomee C. meneghiniana beobach-
tet (Abb. 3.26.B). Im Gegensatz zu A. carterae war dort jedoch auch eine entsprechende Zunahme des
DT-Pools feststellbar. Das Ausbleiben eines vergleichbaren Anstiegs des DT-Pools in A. carterae
beruht nicht auf Mef3ungenauigkeiten. Vielmehr werden die Pigmente des VAZ-Pools in das Xantho-
phyll Dinoxanthin umgewandelt. Die experimentellen Daten hierzu werden in Kap. 3.2.7 im Rahmen
einer genaueren Untersuchung der Biosyntheseverknipfungen der Xanthophylle in Dinoflagellaten
dargestellt.

3.1.2 Violaxanthinhaltige Algen: Raphidophyceae, Chrysophyceae, Eustigmatophyceae
Auch die drei ausgewdahlten Vx-haltigen Algen zeigten Xanthophyllzyklusaktivitéat (Abb. 3.27). Aller-
dings waren nur die Pigmente des VAZ-Zyklus nachweisbar, Ddx und Dtx wurden weder zu Beginn
noch nach der Starklichtinkubation detektiert (Nachweisgrenze der Messungen bei 0,1 mmol pro mol
Chl @). Dieser Befund bestétigt die Ergebnisse friherer Untersuchungen, wonach die untersuchten
Algen nicht dazu in der Lage sind, Xanthophylle mit acetylenischer Gruppe zu synthetisieren (Norgard
et a. 1974, Antiaund Cheng 1982, Bjegrnland und Liaaen-Jensen 1989, Mostaert et al. 1998).
Weiterhin falt auf, daR ale drei Algen mit einsetzendem Starklicht zunéchst nur sehr geringe
Mengen an Zx bilden; entsprechend langsam sinkt die Vx-Konzentration. Bei der Chrysophycee
Ochromonas danica nehmen Ax und Zx sogar ohne eine entsprechende Abnahme von Vx zu. Nach
6 h Starklicht hat die Raphidophycee Olisthodiscus luteus grof3e Mengen an Zx akkumuliert.
O. danica dagegen zeigt einen starken Zuwachs an Vx, wéhrend die Eustigmatophycee Nannochlo-
ropsis salina ihren VAZ-Pool kaum vergroliert hat. Zudem weist N. salina auch nach der Starklicht-
phase noch einen sehr hohen Vx-Gehalt von etwa 200 mmol pro mol Chl a auf, sein Anteil am VAZ-
Pool lag bel 60%. Dieser Befund steht in Einklang mit Beobachtungen von Lubian und Montero
(1998) an der Eustigmatophycee Nannochloropsis gaditana. Auch N. gaditana enthielt nach einer
vierstiindigen Starklichtphase (2000 pmol Photonen-m-s*) noch 240 mmol Vx pro mol Chl a, und der
Antell von Vx am VAZ-Pool betrug 84%. In Eustigmatophyceen stellt VX — im Gegensatz zu den
anderen Vx-haltigen Chromophyten — mehr als 50% der Gesamtcarotinoide (Owens et al. 1987,
Brown 1987, Arsalane et al. 1992; siehe auch Kap. 3.2). Dieser hohe Vx-Gehalt ist dadurch erkléarbar,
da3 Vx in dieser Algenklasse nachweidlich Lichtsasmmelfunktion hat (Owens et al. 1987, Trautman et
a. 1990). Der auch im Starklicht unverandert hohe Vx-Gehalt ist demnach héchstwahrscheinlich auf
eine feste Bindung dieser Pigmentmolekile an die LHC-Komplexe zuriickzufuhren, die ihrer
Deepoxidierung entgegensteht. Hierfur spricht auch die Beobachtung von Lubian und Montero (1998),
dafd durch Starklichtinkubation bei 40 °C bis zu 75% des Vx in N. gaditana deepoxidierbar werden.

Bei dieser unphysiologisch hohen Temperatur ist eine Destabilisierung der Pigment-Protein-Komplexe



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 110

Abb. 3.27

A) Raphidophyceae: Olisthodiscus luteus
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B) Chrysophyceae: Ochromonas danica
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C) Eustigmatophyceae: Nannochloropsis salina
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Vorkommen des VAZ-Zyklus in Vx-haltigen Algen. Alle untersuchten Algen stammten
aus Batchkulturen. Se wurden 1 h vor Versuchsbeginn in Turbidostatanzuchtgefalie
uberfiihrt und als Airliftkulturen zundchst im Schwachlicht (40 pmol Photonen-m?.s?)
vorinkubiert (fir weitere Details siehe Material und Methoden, Kap. 2.2 und Kap. 3.1).
Dann wurden die Algen 6 h mit Starklicht (700 pmol Photonen-m™?-s?) und anschlielend
erneut mit Schwachlicht bestrahlt und dabei die Anderungen der Xanthophyllzyklus-
pigmente wahrend der ersten 20 min der Starklichtphase (0, 10 und 20 min nach
Versuchsbeginn) sowie der nachfolgenden Schwachlichtinkubation (360, 370 und
380 min nach Versuchsbeginn) verfolgt.
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unter Dissoziation von Vx sehr wahrscheinlich, wie z.B. Untersuchungen zur Thermostabilitét von
FCP-Komplexen aus Braunalgen (Kirk 1977) oder dem LHC Il der Héheren Pflanzen (Hobe et al.
2000) zeigen.

Die hohe Starklichtkonzentration von Vx in der Chrysophycee O. danica kénnte ebenfalls durch
eine statische Bindung von Vx an Thylakoidmembranproteine hervorgerufen sein. O. danica besitzt
neben einem Chl a-Chl ¢-Fx-Protein einen weiteren intrinsischen LHC-Komplex mit einer apparenten
Molekularmasse von 31 kDa, der nur Chl aund ein Carotinoid bindet (Gibbs und Biggins 1991). Zwar
steht eine genaue Pigmentanalyse dieses Komplexes noch aus, doch handelt es sich bei dem
Carotinoid hochstwahrscheinlich nicht um Fx (Gibbs und Biggins 1991). Da andererseits der
b-Carotin-Gehalt von O. danica nicht signifikant grof3er ist als in anderen Algen (vgl. auch Kap. 3.2)
und dieses Pigment analog zu den Verhdltnissen in Hoheren Pflanzen in erster Linie an die
Core-Komplexe von PS | und PS |1 gebunden sein sollte (Yamamoto und Bassi 1996), kdnnte es sich
bei dem Carotinoid des 31-kDa-LHC-Komplexes um Vx handeln. Weitere Versuche von Gibbs und
Biggins (1991) sprechen fir eine strukturelle Bindung der Pigmente an den Komplex, wobei jedoch
aus Fluoreszenz-Excitationsspektren hervorging, dald das Carotinoid keine Energie auf Chl a Ubertragt.
Sollte es sich bei diesem Carotinoid tatsachlich um Vx handeln, kdnnte es moglicherweise eine dhnli-
che Lichtschutzfunktion innehaben, wie sie fir Ddx im Falle der Dinoflagellaten diskutiert wird (siehe
Kap. 3.1.1). Doch ist diese Interpretationsmoglichkeit bis zu einer detaillierten Charakterisierung des
31-kDa-Pigment-Protein-Komplexesin O. danica als rein spekulativ zu betrachten. Schliefdlich kénnte
der geringe Deepoxidierungsgrad des VAZ-Pools in O. danica auch mit der photoheterotrophen
Anzucht dieser Alge in Zusammenhang stehen. O. danica wurde als einzige der in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Algen in einem komplexen Medium kultiviert, das Glucose, Trypton, Leberkon-
zentrat und Hefeextrakt enthielt (siehe Anhang A.6). Wie im nachfolgenden Kapitel dargestellt wird,
zeigte die O. danica-Kultur sowohl im Schwachlicht als auch unter Starklicht die mit Abstand hoch-
sten Pigmentzuwachsraten aler untersuchten Algen. Dies deutet auf eine fir Schwachlichtbedingun-
gen ungewohnlich hohe Wachstumsrate der Algen, die sich wahrscheinlich Uber die zusétzliche
mitochondriale Energiegewinnung bei mixotropher Ernghrungsweise erklart. Zugleich wies O. danica
von allen Fx-haltigen Algen die niedrigste Fx/Chl a-Stochiometrie auf. Moglicherweise bildet die
Alge unter mixotrophen Wachstumsbedingungen einen reduzierten Lichtsammelapparat aus, da die
Chloroplasten eine geringeren Beitrag zur Energiegewinnung der Zellen leisten miissen. So erscheint
denkbar, dal? die hier verwendeten Starklichtbedingungen bei O. danica einen geringeren Starklicht-
strefd induzierten als in den weiteren untersuchten Algen und dal3 O. danica eine entsprechend gerin-

gere Xanthophyllzyklusaktivitédt aufwies. Auch diese Mdglichkeit bedarf einer weiteren Untersuchung.
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3.2 Biosyntheseverknupfung zwischen den Xanthophyllzykluspigmenten
und den Lichtsammelxanthophyllen in Chromophyten

Fir die folgenden Experimente wurde aus jeder der bereits im vorigen Kapitel untersuchten Algen-
gruppen ein Vertreter ausgewdhlt, wobei auch die beiden Diatomeen P. tricornutum und
C. meneghiniana wieder in die Untersuchungen einbezogen waren. Dabel standen zwei Schwerpunkte
im Vordergrund. Zum einen wurde die Biosyntheseverkniipfung der in der jewelligen Alge vorkom-
menden Xanthophylle untersucht. Dies geschah durch sechsstiindige Schwachlichtinkubation der
Algen unter Hemmung der Carotinoidbiosynthese mittels Norflurazon. Durch einen Vergleich der
Pigmentkonzentrationen der Kulturen zu Beginn der Versuche und nach 6 h Schwachlicht wurde — wie
schon im Falle der Turbidostatkulturen (Kap. 1.7) — ermittelt, welche Carotinoide al's Precursor fir die
Biosynthese der jeweiligen Lichtsammelxanthophylle dienen kdnnen. Dabei wurden neben Schwach-
lichtkulturen auch Algen verwendet, die zuvor fur 6 h im Starklicht inkubiert worden waren. Hier-
durch lief3 sich in Algen, die unter Starklicht sowohl die Pigmente des DT- als auch die des VAZ-
Zyklus akkumulieren, auch die Biosyntheseverkniipfung zwischen diesen beiden Pools studieren. In
beiden Féllen wurde als Kontrolle ein Aliquot der jeweiligen Kultur ohne Norflurazon bei ansonsten
identischen Bedingungen kultiviert.

Zum anderen sollte geklart werden, ob sich die bereits an den Turbidostatkulturen von
P. tricornutum gemachte Beobachtung verallgemeinern l&id, dal3 Algen beim Wechsdl von Schwach-
licht zu Starklicht zundchst einen unverandert hohen Carotinoidzuwachs bei stagnierendem Chloro-
phyllgehalt aufweisen, wahrend im nachfolgenden Schwachlicht die Carotinoidbiosynthese zugunsten
der Chlorophyllbildung gedrosselt wird (Kap. 1.1 und 1.7). Hierzu wurde jede Algenkultur zu
Versuchsbeginn in zwei Aliquots aufgeteilt und die eine Halfte 6 h im Starklicht und anschlief3end
weitere 6 h im Schwachlicht inkubiert. Die andere Halfte wurde wahrend der gesamten Zeit unter
Schwachlichtbedingungen gehalten und diente als Kontrolle.

Im folgenden werden die Ergebnisse fir jede der ausgewahlten Algen einzeln dargestellt und disku-
tiert. Zunachst werden die Fx-haltigen Algen betrachtet, dann folgen die Arten, die Vaucheriaxanthin-
Ester enthalten und schliefdlich die peridininhaltigen Dinoflagellaten. An diese Ausfiihrungen schlief3t

sich eine Zusammenfassung der wichtigsten Gemeinsamkeiten der untersuchten Algengruppen an.

3.2.1 Heterokontophyta, Bacillariophyceae: Phaeodactylum tricornutum und Cyclotella mene-
ghiniana

Die nachfolgende ausfiihrliche Erléauterung der Daten der Diatomee P. tricornutum dient als exempla-

rische Einfihrung in die Darstellungsform, die auch fir die Ergebnisse aler weiteren Algenarten

beibehalten wurde. Auf dieser Grundlage beschrankt sich die Beschreibung der an den weiteren Algen

gesammelten Daten auf die wesentlichen Resultate.

Die fur die grafische Darstellung aler Pigmentdnderungen gewahlte Form wurde aus den experi-

mentellen Daten folgendermal3en erstellt. Zunéchst wurde die Konzentration aler Pigmente zu
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Versuchsbeginn (tp) auf den Chl a-Gehalt bezogen, waobel die Berechnung des normierten Gehaltes N

eines Pigmentes nach der folgenden Formel erfolgte:

N (to) = P (o) / Chl a (to) - 1000 [mmol-mol Chl a(to) ] (3.19)
mit  Np (to) = auf Chl anormierter Gehalt des Pigmentes P zum Zeitpunkt t,
P (to) = absoluter Gehalt des Pigmentes P zu Zeitpunkt to in [pumol-L ™

Chla(ty) = absoluter Gehalt an Chl azum Zeitpunkt to in [pmol-L ™

Die nach einer Inkubationszeit t gemessene Chl a-Konzentration wurde ebenfalls auf den Ausgangs-

gehalt an Chl a zum Zeitpunkt t, bezogen:

Ncn a (1) = Chl a(t) / Chl a (to) - 1000 [mmol-mol Chl a(to) ] (3.20)

Mit Ncna(t) = Chl aGehat zum Zeitpunkt t, normiert auf den Chl a-Gehalt zum Zeitpunkt t,
Chl a(t) = absoluter Gehalt an Chl azum Zeitpunkt t in [umol-L ]

Mit den Konzentrationen der anderen Pigmente zum Zeitpunkt t wurde ebenso verfahren:

Np (1) = Nena (t) - P (t) / Chl a(t) [mmol-mol Chl a (t) ] (3.21)
mit  Np () = Gehalt des Pigmentes P zum Zeitpunkt t, normiert auf Chl azum Zeitpunkt to
P (1) = absoluter Gehalt an Pigment P zum Zeitpunkt t in [umol -L ]

Die Konzentrationsdnderung jedes Pigmentes im Versuchsverlauf wird in den nachfolgenden Abbil-
dungen stets als Differenz zwischen den normierten Werten des Anfangsgehaltes Np (t0) und des
Gehaltes N» () zum Zeitpunkt t angegeben; dies gilt auch fur die Anderung des Chl a-Gehaltes.

Wurde eine P. tricornutum-Kultur mit Norflurazon versetzt und dann fir 6 h unter Schwachlicht-
bedingungen inkubiert, so war zunéchst zu beobachten, dald der Zuwachs an Chl aim Vergleich zu
einer Kontrollkultur ohne Norflurazon nur noch etwa halb so hoch ausfiel (Abb. 3.28.A; die Pigment-
stéchiometrien zu Versuchsbeginn sind in Tab. 3.15 angegeben). Der Gesamtgehalt an Carotinoiden
nahm sogar leicht ab, doch akkumulierten infolge der Norflurazon-bedingten Hemmung der Phytoen-
Desaturase grof3e Mengen an Phytoen. Dabel entsprach die Menge an gebildetem Phytoen in etwa dem
Zuwachs der Carotinoide in der Kontrollkultur. Diese Beabachtung spricht dafir, dal3 die friihen
Schritte der Carotinoidbiosynthese in den Norflurazon-behandelten Algen mit unverminderter Rate
ablaufen.

Eine detailliertere Analyse der Carotinoidanderungen ergab, dal’ der DT-Pool — bezogen auf den
Chl aGehalt zu Versuchsbeginn — um gut 50 mmol pro mol Chl a abnahm, das entspricht 33% der
Ausgangsmenge von 151 mmol pro mol Chl a (vgl. Abb. 3.28.A und Tab. 3.15). Wahrenddessen
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zeigte das Lichtsammelxanthophyll Fx einen Anstieg um 30 mmol; die Anderungen der weiteren
Carotinoide waren vernachlassigbar klein. Hieraus 143t sich in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
aus Kap. 1.7 folgern, dafd Ddx in P. tricornutum als Vorstufe fir Fx dient. Da der Fx-Zuwachs aber
nur etwa zwei Dritteln der Abnahme des DT-Pools entspricht, wird offensichtlich ein Teil des DT-
Pools unter Norflurazon abgebaut. Anhand der vorliegenden Daten |&f3t sich jedoch nicht entscheiden,
ob dieser Abbau von einem reguldren Pigment-Turnover herriihrt oder durch erhohten oxidativen
Stref3 infolge der Hemmung der Carotinoidbiosynthese verursacht wird. Auch die Halbierung des
Zuwachses an Chl a unter Norflurazon kdnnte als Anzeichen fir oxidativen Stref3 gewertet werden.
Alternativ besteht aber die bereits in Kap. 1.8 diskutierte Méglichkeit, dal3 die unter Hemmung der
Carotinoidbiosynthese limitierte Neusynthese von Fx auch eine weitere Akkumulation von Chl a

verhindert.

Tab.3.15 Pigmentstochiometrien in P. tricornutum und in C. meneghiniana im Schwachlicht
bzw. nach 6 h Starklicht (500 pmol Photonen-m?.s?). Die Daten geben die Pigment-
gehalte in mmol pro mol Chl a wieder und stellen Mittelwerte aus jeweils drei (LL) bzw.
2wel (nach HL) Mef3proben derselben Kultur dar; der Unterschied zwischen den Mef3-
werten betrug maximal 10 mmol pro mol Chl a fur Fx, 5 mmol fir Ddx und Dtx, 3 mmol
fur Chl ¢ und b-Carotin und héchstens 1 mmol pro mol Chl a fiir die anderen Pigmente.
Neben den in der Tabelle aufgefiinrten Carotinoiden wurden in beiden Algen geringe
Mengen an Cx, CxE, dem b-Carotin-Epoxid-ahnlichen Xanthophyll, Dinoxanthin sowie
trans-Neoxanthin detektiert (siehe auch Kap. 3.3). Car = Carotin, Caroide = Summe
aller Carotinoide.

Chl c Fx Ddx Dtx b-Car VX AX ZX Caroide

P. tricornutum
LL 150 720 151 1 57 3 1 0 933
nach HL 148 664 44 259 60 10 6 18 1061

C. meneghiniana
LL 121 543 145 4 46 1 1 0 740

Nach HL 117 529 78 227 49 2 2 7 894

Eine sechsstiindige Vorbelichtung von P. tricornutum mit Starklicht bei einer PFD von 500 pumol
Photonen-m?s* fiihrte, wie bereits in Kap. 3.1.1 diskutiert worden ist, zu einer relativ geringen
Akkumulation der Pigmente des VAZ-Pools und einer deutlichen Zunahme des DT-Pools (Tab. 3.15).
Wahrend der anschlieffenden Schwachlichtperiode verhielten sich die Algen unter Norflurazon und die
Kontrollkultur nahezu identisch (Abb. 3.28.B). Beide Ansétze zeigten vergleichbare Zuwéchse an

Chl a, wobei nicht nur in der inhibierten Kultur, sondern auch in der Kontrolle praktisch kein Anstieg
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der Carotinoide mehr zu beobachten war. Offensichtlich resultierte der Wechsel von Stark- zu
Schwachlicht in einer drastischen Reduktion der Carotinoidbiosynthese, wie auch die geringe
Phytoen-Akkumulation in der mit Norflurazon versetzten Kultur belegt. Eine detailliertere Analyse der
Carotinoide ergab, dal3 der VAZ-Pool in den Algen nahezu vollsténdig umgesetzt wurde und auch der
DT-Pool deutlich abnahm, wahrend der Fx-Gehalt wieder eine entsprechende Zunahme zeigte
(Abb. 3.28.B). Allerdings ist anhand der in Abb. 3.28 dargestellten Daten nicht erkennbar, dal? der
VAZ-Pool in P. tricornutum als Vorlaufer des DT-Pools fungiert. Wie auch aus Abb. 3.22 in Kap. 2.3
deutlich wird, hétten fur diesen Nachweis bereits wahrend der ersten 2-3 h der Schwachlichtphase
Pigmentanalysen durchgefiihrt werden miissen, denn aufgrund der relativ niedrigen PFD wéhrend der
Starklichtphase und der damit verbundenen geringen Akkumulation des VAZ-Pools setzt unter
Norflurazon die Abnahme des DT-Pools deutlich friher ein as nach Inkubation bei einer hohen
Starklichtintensitdt. Somit &3t sich anhand der Daten in Abb. 3.28 die Aussage treffen, dal3 in
P. tricornutum die Pigmente der Xanthophyllzyklus-Pools als Precursor fir die Biosynthese des Licht-

sammelxanthophylls Fx mobilisiert werden kénnen.
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Abb. 3.28 Anderungen der Pigmentgehalte in P. tricornutum nach 6 h Schwachlichtinkubation
(40 pmol  Photonen-m?s") unter 5pM Norflurazon. Die Algen stammten aus
Batchkulturen und wurden fur die Versuche in Turbidostatanzuchtgefal3e tberfihrt (fir
weitere Details siehe Material und Methoden, Kap. 2.2 und Kap. 3.1). In (A) wurde die
Kultur vor Versuchsbeginn fur 1 h im Schwachlicht vorinkubiert, in (B) wurden die Algen
vor der Zugabe von Norflurazon 6 h mit Starklicht (500 pmol Photonen-m?.s™) bestrahlt.
Alle Pigmentanderungen beziehen sich auf den Chl a-Gehalt der jeweiligen Kultur bei
Zugabe von Norflurazon, also zu Beginn der sechsstiindigen Schwachlichtperiode.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der Messungen von zwei unmittelbar hinterein-
ander genommenen Proben derselben Kultur; die Fehlerbalken geben die Differenz der
beiden Mef3werte des jeweiligen Pigmentes an. Car = Carotin, Caroide = Summe aller
Carotinoide (ohne Phytoen), DT = DT-Pool, VAZ = VAZ-Pool.
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Abb.3.29 Anderungen der Pigmentgehalte in P.tricornutum im Verlauf von (A,C) 12h
Schwachlicht (40 umol Photonen-m?s?) bzw. (B, D) 6 h Starklicht (500 pmol Photo-
nen-m2s?) gefolgt von 6 h Schwachlicht (40 umol Photonen-m?:s*). Die untersuchten
Algen stammten aus Batchkulturen. Se wurden 1 h vor Versuchsbeginn in Turbidostat-
anzuchtgefae Uberfihrt und als Airliftkulturen zunachst im Schwachlicht (40 pmol
Photonen-m?s) vorinkubiert (fir weitere Details siehe Material und Methoden,
Kap. 2.2 und Kap. 3.1). Alle Pigmentanderungen beziehen sich auf den Chl a-Gehalt der
jeweiligen Kultur bei Versuchsbeginn (t = 0h). Angegeben sind die Mittelwerte der
Messungen von zwei unmittelbar hintereinander genommenen Proben derselben Kultur;
die Differenz der beiden Mel3werte eines Probenpaars ist wie schon bei den Daten in
Abb. 3.28 praktisch vernachléssigbar kiein und deshalb nicht dargestellt. Car = Carotin,
Caroide = Summe aller Carotinoide, DT = DT-Pool, VAZ = VAZ-Pool.

Die Bedeutung dieser Biosyntheseverkniipfung fur die Xanthophyllbiosynthese unter wechselnden
Lichtintensitéten wird in Abb. 3.29 erkennbar. Als Kontrollkultur dienende Algen, die wahrend der
12stiindigen Versuchsdauer permanentem Schwachlicht ausgesetzt waren, zeigten in dieser Zeit
erwartungsgemald eine kontinuierliche Zunahme aller Photosynthesepigmente (Abb. 3.29.A und C).

Dabel korrelierte der absolute Zuwachs der einzelnen Pigmente mit ihrem stochiometrischen Antell
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am Gesamtpigment in P. tricornutum (siehe Tab. 3.15). Entsprechend betrug der Anstieg der Caroti-
noide etwa 90% des Zugewinns an Chl a (Abb. 3.29.A), wobei innerhalb der Carotinoide in erster
Linie Fx zunahm (Abb. 3.29.C). Wurden die Algen dagegen zunachst flir 6 h im Starklicht inkubiert,
so entsprach der Zuwachs der Carotinoide zwar noch dem der Kontrollkultur, doch der Chl a-Gehalt
stieg deutlich langsamer an als im Schwachlicht (Abb. 3.29.B). Die Aufschliisselung des Caroti-
noidzuwachses (Abb. 3.29.D) zeigt, dald der Fx-Gehalt stagnierte und der Anstieg der Carotinoide
alein auf die Zunahme der Xanthophyllzykluspigmente zurtckzufiihren war. Wéhrend der an die
Starklichtperiode anschlieffenden sechsstiindigen Schwachlichtphase ergab sich eine Umkehrung der
Verhdltnisse: Nun war kein weiterer Carotinoidzuwachs mehr zu verzeichnen, wahrend der Chl &
Gehalt in der Algensuspension stark zunahm (Abb. 3.29.B). Parallel zur Chl a-Zunahme stieg die Fx-
Konzentration an, dagegen zeigten die Xanthophyllzykluspigmente eine entsprechende Abnahme
(Abb. 3.29.D); die Konzentration an b-Carotin blieb wahrend der gesamten Zeit nahezu unverandert.

Zusammenfassend wird aus den in Abb. 3.28 und 3.29 dargestellten Messungen deutlich, dai
P. tricornutum die im Starklicht akkumulierten Lichtschutzpigmente der Xanthophyllzyklen (DT-Pool
und VAZ-Pool) wahrend der anschliel}enden Schwachlichtphase zur Synthese des Lichtsammel-
xanthophylls Fx weiterverwendet; die Algen betreiben also gewissermalen eine Art von , Xantho-
phyll-Recycling”. Daraus moglicherweise erwachsende Vorteile fur die Algen werden in Kap. 3.3.3
ausfuhrlich diskutiert.
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Abb.3.30 Anderungen der Pigmentgehalte in C. meneghiniana nach 6h Schwachlichtinku-
bation (40 pmol Photonen-m?s?) unter 5pM Norflurazon. Vor Versuchsbeginn
wurden die Algen 6 h mit Sarklicht (500 pmol Photonen-m?.s™) bestrahlt. Alle Pigment-
anderungen beziehen sich auf den Chl a-Gehalt der Kultur bei Zugabe von Norflurazon,
also zu Beginn der sechsstiindigen Schwachlichtperiode. Fur weitere Erlauterungen siehe
Abb. 3.28. Car = Carotin, Caroide = Summe aller Carotinoide (ohne Phytoen), DT =
DT-Pool, VAZ = VAZ-Pool.
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Eine Durchfiihrung der fir P.tricornutum geschilderten Experimente mit der Kiesdalge
C. meneghiniana bestétigte die Erwartung, dal3 die an P. tricornutum gewonnenen Befunde auf andere
Diatomeen Ubertragbar sind. Wurde eine Kultur von C. meneghiniana nach sechsstiindiger Vorinku-
bation im Starklicht (500 pmol Photonen-m™s?®) mit Norflurazon versetzt und weitere 6 h unter
Schwachlichtbedingungen kultiviert, so zeigte sich wie schon bei P. tricornutum ein starker Zuwachs
an Chl a, wahrend der Carotinoidgehalt kaum noch anstieg (Abb. 3.30). Dabei korrelierte der Zuge-
winn an Chl a mit einer deutlichen Zunahme an Fx, welche wiederum mit einer entsprechenden
Abnahme an Xanthophyllzykluspigmenten einher ging. Wie zuvor P. tricornutum akkumulierte auch
C. meneghiniana unter einer Starklichtintensitét von 500 pmol Photonen-m?.s* die Pigmente des
VAZ-Poolsin zu geringer Menge, um deren weitere Umwandlung im Schwachlicht verfolgen zu kon-
nen (Tab. 3.15); die Funktion des DT-Pools als Reservoir fur die Synthese von Fx wird jedoch durch
die Datenin Abb. 3.30 klar belegt.
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Abb.3.31 Anderungen der Pigmentgehalte in C. meneghiniana im Verlauf von (A, C) 12h
Schwachlicht (40 umol Photonen-m?s®) baw. (B, D) 6 h Starklicht (500 pmol Photo-
nen-m?s?) gefolgt von 6h Schwachlicht (40 umol Photonen-m?sY). Fur weitere
Erlauterungen siehe Abb. 3.29. Car = Carotin, Caroide = Summe aller Carotinoide, DT
= DT-Pool, VAZ = VAZ-Pool.
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Die Daten in Abb. 3.31 bestdtigen, dald auch C. meneghiniana unter einem Lichtintensitétswechsel
eine differentielle Regulation von Chlorophyll- und Carotinoidbiosynthese aufweist. Wieder stagniert
der Zuwachs an Chl aim Starklicht, wahrend der Anstieg des Carotinoidgehaltes dem einer Kontroll-
kultur unter Schwachlichtbedingungen entspricht (Abb. 3.31.A-B). Ebenso werden im Starklicht die
Xanthophyllzykluspigmente anstelle von Fx akkumuliert (Abb. 3.31.C-D). Auch wahrend der nach-
folgenden Schwachlichtphase zeigt die Pigmententwicklung in C. meneghiniana das gleiche Muster
wiein P. tricornutum: Die Konzentration an Chl a und Fx steigt nun wieder an, wobei sich der Caroti-
noidgesamtgehalt jedoch kaum andert, da die Fx-Zunahme mit einem entsprechenden Riickgang der
Xanthophyllzykluspigmente verbunden ist. Dies bestdtigt, da3 C. meneghiniana ebenso wie
P. tricornutum die im Starklicht akkumulierten Xanthophyllzykluspigmente wahrend der anschlief3en-

den Schwachlichtphase zur Bildung des Lichtsammelxanthophylls Fx weiterverwendet.

3.2.2 Heterokontophyta, Raphidophyceae: Olisthodiscus luteus

Wie schon in Kap. 3.1.2 angesprochen wurde, besitzen die Raphidophyceen den VAZ-Zyklus anstelle
des DT-Zyklus, ansonsten finden sich jedoch die gleichen Pigmente wie in Kieselalgen. In Tab. 3.16
sind die Pigmentstéchiometrien in den fir die Versuche eingesetzten Kulturen von O. luteus angege-

ben.

Tab.3.16 Pigmentstéchiometrien in O. luteus im Schwachlicht bzw. nach 6 h Starklicht bei
einer PFD von 700 pmol Photonen-m?s™. Die Daten geben die Pigmentgehalte in
mmol pro mol Chl a wieder und stellen Mittelwerte aus jeweilsdrei (LL) bzw. zwei (nach
HL) Mef3proben derselben Kultur da; der Unterschied zwischen den Mef3werten betrug
fur Chl ¢, Fx und b-Carotin maximal 3 mmol, fir die anderen Pigmente 1 mmol pro mol
Chl a. Neben den aufgefuihrten Pigmenten fanden sich noch geringe Mengen an Cx, CxE,
dem b-Carotin-Epoxid-ahnlichen Xanthophyll sowie trans-Neoxanthin (siehe auch
Kap. 3.3). Car = Caratin, Caroide = Summe aller Caratinoide, Dx = Dinoxanthin.

Chlc Fx b-Car VX AX ZX Dx Caroide
LL 143 587 69 130 3 3 8 792
Nach HL 141 575 72 46 57 203 2 953

Eine sechsstiindige Schwachlichtinkubation von O. luteus unter Norflurazon fihrte wie schon bei
P. tricornutum zu einer Reduktion des Zuwachses an Chl a (Abb. 3.32.A). Entsprechend fiel auch die
Zunahme an Fx geringer aus as bei der Kontrollkultur. Gleichzeitig war eine leichte Abnahme von
b-Carotin und eine deutlich stérkere Reduktion des VAZ-Pools zu beobachten, welche in etwa der
Fx-Zunahme entsprach. Daneben verringerte sich auch die Dinoxanthin-Konzentration, doch spielt
dieses Pigment aufgrund seiner geringen Poolgrof3e (Tab. 3.16) fir die weiteren Betrachtungen keine

Rolle. Die Vorlauferfunktion des VAZ-Pools bei der Biosynthese von Fx in O. luteus wird deutlicher
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erkennbar, wenn die Algen vor der Norflurazon-Zugabe fir 6 h mit Starklicht inkubiert wurden
(Abb. 3.32.B). Der Zuwachs an Fx wahrend der anschlief3enden Schwachlichtphase speist sich
eindeutig aus dem VAZ-Pool. Dabei fallt auf, dal3 nun unter Norflurazon Fx gebildet wird, ohne dai3
eine entsprechende Zunahme an Chl a erfolgt. Mdglicherweise ist die Kopplung der Biosynthese

dieser beiden Pigmente nicht so eng, wie zunéachst die Ergebnisse der beiden Kieselalgen nahel egten.
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Abb.3.32 Anderungen der Pigmentgehalte in O.luteus nach 6h Schwachlichtinkubation
(40 pmol Photonen-m?.s?) unter 5puM Norflurazon. In (A) wurde die Kultur vor
Versuchsbeginn fur 1 h im Schwachlicht vorinkubiert, in (B) wurden die Algen vor der
Zugabe von Norflurazon 6 h mit Sarklicht (700 pmol Photonen-m?.s?) bestrahlt. Fiir
weitere Erlauterungen siehe Abb. 3.28. Car = Carotin, Caroide = Summe aller Caroti-
noide (ohne Phytoen), DT = DT-Poal, VAZ = VAZ-Paool.

O. luteus zeigte auch unter wechselnden Lichtintensitéten ein von den Diatomeen leicht abweichendes
Verhalten (Abb. 3.33). So war wahrend der Starklichtphase immer noch ein deutlicher Chl a-Zuwachs
festzustellen. Der Zugewinn an Chl a betrug gut zwei Drittel des Wertes der Schwachlichtkontrolle
(Abb. 3.33.A-B), und auch die Fx-Konzentration zeigte einen Anstieg, der immerhin noch 50% des
Kontrollwertes betrug (Abb. 3.22.C-D). Der VAZ-Pool nahm im Starklicht jedoch besonders drastisch
ZU, so dal} auch der Carotinoidgesamtzuwachs fast dreimal so hoch war wie unter Schwach-
lichtbedingungen. Nach 6 h Starklicht wies O. luteus wahrend der anschlief3enden Schwachlichtphase
eine deutlich reduzierte Chl a-Synthese auf, und der Carotinoidgehalt in der Kultur nahm sogar leicht
ab (Abb. 3.33.B). Gleichzeitig fand jedoch eine verstérkte Bildung von Fx auf Kosten der Pigmente
des VAZ-Pooals statt (Abb. 3.33.D). Eine solche gegenlaufige Entwicklung der zelluldren Konzentra-
tionen von Vx und Fx beobachteten bereits Kohata und Watanabe (1988) in O. luteus sowie einer
weiteren Raphidophycee bel Belichtung der Algen nach einer 12stiindigen Dunkelperiode, doch

erkannten sie nicht die Biosyntheseverkniipfung zwischen Vx und Fx.
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Abb. 3.33 Anderungen der Pigmentgehalte in O. luteusim Verlauf von (A, C) 12 h Schwachlicht
(40 pmol Photonen-m?s?) bzw. (B, D) 6h Starklicht (700 pmol Photonen-m?.s?)
gefolgt von 6 h Schwachlicht (40 pmol Photonen-m.st). Fiir weitere Erl&uterungen
siehe Abb. 3.29. Car = Carotin, Caroide = Summe aller Carotinoide, VAZ = VAZ-Pool.

Demnach verhélt sich O. luteus in dieser Hinsicht wie die zuvor untersuchten Diatomeen, indem sie
die im Starklicht angereicherten Xanthophyllzykluspigmente unter Schwachlichtbedingungen zur
Biosynthese von Fx nutzt. Der gebremste Zuwachs an Chl a zwischen der sechsten und der zwolften
Stunde des Versuchs dagegen koénnte mdoglicherweise von einer negativen Beeinflussung der Algen
durch die Airliftbedingungen wahrend des Experimentes herriihren, denn auch die Kontrollkultur
zeigte in dieser Zeit eine nachlassende Pigmentsynthese. O. luteus besitzt keine Zellwand und reagiert
daher sehr empfindlich auf mechanische Turbulenzen, wie sie durch Schiitteln oder bei Durchsprude-
lung einer Algenkultur mit Luft entstehen (Cattolico et a. 1976). Deshalb scheint es denkbar, dal? die
im Laufe des Experimentes nachlassende Pigmentsynthese der Algen durch den versuchsbedingten
Wechsel vom Standkultur- zum Airliftverfahren verursacht worden ist. Dennoch kann festgehalten
werden, dal? das Pigmentsyntheseverhalten der Raphidophycee O. luteus unter wechselnden Lichtbe-

dingungen in wesentlichen Merkmalen mit den Beobachtungen an Kieselalgen Ubereinstimmt: Ein
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Angtieg der Lichtintensitét fordert die Synthese der Xanthophyllzykluspigmente bei gleichzeitiger
Reduktion der Zuwéachse an Chl a und Fx; wahrend der anschlieflenden Schwachlichtphase wird die
Carotinoidbiosynthese zunachst stark gedrosselt, und es erfolgt ein Umbau der Xanthophyll-
zykluspigmente in das Lichtsammelxanthophyll Fx.

3.2.3 Heterokontophyta, Chrysophyceae: Ochromonas danica

Die Pigmentanalysen der Chrysophycee O. danica wurden durch mehrere Umstande erschwert. Zum
einen enthielten die Pigmentextrakte von O. danica stets Chlorophyllid a (Chlid a) mit einem Anteil
zwischen 10 und 30% des Chl a-Gehaltes. Da die Menge an Chlid a zum Teil auch zwischen Proben-
paaren stark differierte, wobei die Summe an Chl a und Chlid a jedoch konstant blieb, ist die Entste-
hung des Chlid a wahrscheinlich auf eine besonders hohe Chlorophyllase-Aktivitét in den Algen
zurlckzufthren. Entsprechend wurden bei der Berechnung der Chl a-Konzentrationen in den Algen
die gemessenen Mengen an Chlida und Chl a addiert. Viele Chromophyten, und insbesondere
Kieselalgen wie P. tricornutum, zeigen selbst bei Pigmentextraktion in 90% Aceton noch ausgepragte
Chlorophyllase-Aktivitdt (Owens und Falkowski 1982). Dennoch fiihrten die Extraktionsbedingungen,
die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, bei O. danica als einziger der untersuchten Algen
zur Bildung relevanter Konzentrationen an Chlid a. Da O. danica keine Zellwand besitzt (Grevby und
Sundqvist 1992), ist denkbar, dal? in einem Teil der Zellen die Chlorophyllase aufgrund einer Schadi-

gung beim Absaugen der Proben auf die Glasfaserfilter aktiviert wurde.

Tab.3.17 Pigmentstéchiometrien in O. danica im Schwachlicht bzw. nach 6 h Starklicht bei
einer PFD von 700 pmol Photonen-m?s™. Die Daten geben die Pigmentgehalte in
mmol pro mol Chl a wieder und stellen Mittelwerte aus jeweilsdrei (LL) bzw. zwei (nach
HL) Mef3proben derselben Kultur da; der Unterschied zwischen den Mef3werten betrug
fur FX, VX und die beiden Carotine maximal 10 mmol pro mol Chl a, fir die anderen
Pigmente hdchstens 2 mmol pro mol Chl a. Neben den aufgefiihrten Pigmenten fanden
sich noch geringe Mengen an Cx, CxE sowie dem b-Carotin-Epoxid-ahnlichen Xantho-
phyll (siehe auch Kap. 3.3). Car = Carotin, Car-like = Carotin-ahnliches Pigment,
Caroide = Summe aller Carotinoide, Dx = Dinoxanthin.

Chl c Fx b-Car Car-like  Vx AX Zx Dx Phytoen Caroide
Vor HL 9 276 55 45 138 4 0 18 17 536
Nach HL 5 262 72 31 304 51 19 17 17 756

Aulerdem wiesen die Pigmentextrakte von O. danica neben den in Tab. 3.17 angegeben Pigmenten
noch geringe Konzentrationen einer Reihe weiterer Carotinoide auf, bei denen es sich den Online-
Spektren nach vermutlich um cis-Isomere handelt. Diese Pigmente wurden nicht eingehender unter-
sucht und bei der Carotinoidquantifizierung nicht berticksichtigt. Zudem €eluierte unmittelbar nach

b-Carotin ein weiteres Carotinoid, dessen Online-Spektrum zwar die gleiche Form hatte wie das von
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b-Carotin, doch waren seine Absorptionsmaxima (451 nm, 478 nm) um 5nm zu kirzeren Wellen-
langen hin verschoben. Dabei lagen keine Anzeichen daflr vor, dal3 es sich um ein cis-Derivat von
b-Carotin handeln kdnnte, da die fir cis-Polyene charakteristischen Nebenmaximaim UV-Bereich der
Online-Spektren fehlten. Die spéte Elution im verwendeten HPL C-System spricht zumindest dafr,
dal3 es sich um ein Carotin handelt. Eine Quantifizierung dieses Carotin-ahnlichen Pigmentes mit dem
Extinktionskoeffizienten von b-Carotin ergab einen nicht zu vernachléssigenden Anteil von etwa
45 mmol pro mol Chl a in einer Schwachlichtkultur von O. danica (Tab. 3.17). Bei der Berechnung
der in Abb. 3.34 und 3.35 dargestellten Pigmenténderungen wurde dieses Pigment zum Gehalt an
b-Carotin hinzu addiert.

Schliefdlich waren auch in Kulturen ohne Zusatz von Norflurazon bereits Phytoen detektierbar
(Tab. 3.17) sowie zwei weitere Pigmente mit Retentionszeiten von 21,7 und 23,0 min zu finden. Die
letztgenannten Pigmente wiesen identische Spektren mit der fir Polyene charakteristischen dreigipfli-
gen Form und Maxima bei 272, 284 und 294 nm auf. Die UV-Absorption spricht fir einen Chromo-
phor von hdchstens drei konjugierten Doppelbindungen, wie er auch im Phytoen vorliegt. Demnach
konnte es sich auch bei diesen Molekiilen um frihe Intermediate der Carotinoidbiosynthese handeln.
Eine Quantifizierung der beiden Pigmente mittels des Extinktionskoeffizienten von Phytoen ergab
eine sehr hohe Konzentration von zusammen etwa 600 mmol pro mol Chl a. Wurde O. danica im
Schwachlicht unter Norflurazon inkubiert, blieb die Konzentration der unbekannten Verbindungen
jedoch praktisch unveréndert, wahrend Phytoen deutlich zunahm (Abb. 3.34). Dies deutet darauf hin,
dald die beiden unbekannten Pigmente nicht direkt an der Xanthophyllbiosynthese beteiligt sind.
Schliefdlich wies die verwendete O. danica-Kultur eine fir Fx-haltige Algen ungewdhnlich niedrige
Fx/Chl a-Stochiometrie auf (Tab. 3.17), die mdglicherweise auf die bereits in Kap. 3.1.2 angespro-
chene mixotrophe Anzucht der Algen zurtickzufiihren ist. Somit bleibt zu bedenken, dal3 die aufge-
zdhiten Besonderheiten von O. danica ihre Eignung als Modellorganismus einschrénken und die
Aussagekraft der Ergebnisse insgesamt begrenzen.

Dennoch zeigt O. danica prinzipiell die gleichen Carotinoidbiosynthese-Beziehungen wie die
anderen bisher erdrterten Algen, die Fx als Lichtsammelxanthophyll nutzen. Wie in Abb. 3.34.B
erkennbar ist, kénnen die wahrend einer Starklichtinkubation angereicherten Pigmente des VAZ-Pools
im nachfolgenden Schwachlicht zur Synthese von Fx genutzt werden. Unter diesen Bedingungen
steigt auch die Konzentration an Dinoxanthin (Dx) an, welches wie Fx eine alenische Gruppe besitzt.
Dx entsteht wahrscheinlich aus trans-Neoxanthin durch Veresterung von dessen 3-OH-Gruppe mit
Essigsaure. Wie bereits in Kap. 1.8 diskutiert wurde, sollte Vx wiederum die unmittelbare Vorstufe
von trans-Neoxanthin darstellen. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme 143 sich an O. danica
unter Norflurazon beobachten, dal3 der Zuwachs an Fx und Dx in etwa der Abnahme des VAZ-Pools
(Abb. 3.34.B) entspricht. Zudem wurde in Kap. 3.1.2 festgestellt, dal’3 der VAZ-Pool in O. danica auch
nach 6 h Starklicht einen sehr niedrigen Deepoxidierungsgrad aufweist und in der nachfolgenden
Schwachlichtphase nach 20 min der Anteil von Vx am VAZ-Pool bereits bei 95% liegt (Abb. 3.27.B).
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Diese Beobachtungen sprechen dafir, dal3 in O. danica Vx wahrscheinlich auch as Vorstufe zur

Synthese von Dx dient.
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Abb.3.34 Anderungen der Pigmentgehalte in O.danica nach 6h Schwachlichtinkubation
(40 pmol Photonen-m?.s®) unter 5puM Norflurazon. In (A) wurde die Kultur vor
Versuchsbeginn fur 1 h im Schwachlicht vorinkubiert, in (B) wurden die Algen vor der
Zugabe von Norflurazon 6 h mit Sarklicht (700 pmol Photonen-m?.s?) bestrahlt. Fiir
weitere Erlauterungen siehe Abb. 3.28. Car = Summe aus b-Carotin und dem Carotin-
ahnlichen Pigment, Caroide = Summe aller Carotinoide (ohne Phytoen), Dx = Dino-
xanthin, VAZ = VAZ-Pool.

Unter wechselnden Lichtintensitéten weist O. danica im wesentlichen das gleiche Pigmentsynthese-
verhalten auf wie die zuvor untersuchten Algen. Wahrend der sechsstiindigen Starklichtphase fallt der
Zuwachs an Chl a deutlich niedriger aus als bei der Schwachlichtkontrollkultur, wogegen die Caroti-
noidkonzentration unverandert stark zunimmt (Abb. 3.35.A-B). Ihre Erhéhung ist jedoch im Starklicht
fast ausschliellich auf eine Akkumulation der Pigmente des VVAZ-Pooals zurtickzufihren (Abb. 3.35.C-
D, vgl. auch Tab. 3.17). Im nachfolgenden Schwachlicht wird die Chl a-Bildung wieder gesteigert,
wéahrend die Carotinoide deutlich langsamer zunehmen as noch wéhrend der Starklichtphase
(Abb. 3.35.B). Auch ist ein Anstieg von Fx und Dinoxanthin bei gleichzeitiger Abnahme des VAZ-
Pools zu verzeichnen (Abb. 3.35.D), wie schon zuvor bei Algen unter Norflurazon (Abb. 3.34.B)
beobachtet wurde.

Zusammenfassend zeigt die Chrysophycee O. danica wéhrend eines Tagesgangs mit einer
mehrstindigen Starklichtphase bei der Pigmentbiosynthese grundsétzlich die gleichen Regulations-
phanomene, wie sie bereits fir die Raphidophycee und die beiden untersuchten Diatomeen geschildert
wurden. Aufgrund der eingangs diskutierten Besonderheiten von O. danica, die vermutlich mit ihrer

mixotrophen Anzucht in Zusammenhang stehen, empfiehlt es sich jedoch, die Versuche mit einer
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weiteren Chrysophycee durchzufiihren, die unter photoautotrophen Kulturbedingungen ausreichend

hohe Wachstumsraten zeigt.
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Abb. 3.35 Anderungen der Pigmentgehalte in O. danica im Verlauf von (A, C) 12 h Schwach-
licht (40 umol Photonen-m?-s?) baw. (B, D) 6 h Starklicht (700 pmol Photonen-m?.s™)
gefolgt von 6 h Schwachlicht (40 pmol Photonen-m.s®). Fiir weitere Erl&uterungen

siehe Abb. 3.29. Car

Caroide = Summe aller Carotinoide, Dx = Dinoxanthin, VAZ = VAZ-Pool.

3.2.4 Haptophyta: Prymnesium parvum

Summe aus b-Carotin und dem Carotin-ahnlichen Pigment,

Der untersuchte Haptophyt Prymnesium parvum wies as einzige der untersuchten Algen neben

b-Carotin auch a-Carotin auf (Tab. 3.18). Doch wurde in P. parvum kein Xanthophyll detektiert, das

sich von a-Carotin ableitet. Deshalb wird a-Carotin nicht in die weiteren Betrachtungen einbezogen.

Ansonsten besitzt P. parvum praktisch das gleiche Pigmentmuster wie die untersuchten Diatomeen,

lediglich die beiden minoren Pigmente Cx und CxE waren nicht nachweisbar. Bei Inkubation einer

Schwachlichtkultur von P. parvum mit Norflurazon zeigte sich eindeutig, dal3 auch in dieser Alge Ddx

a's Zwischenverbindung bei der Biosynthese von Fx fungieren kann (Abb. 3.36.A). Wurden die Algen
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zunéchst 6 h im Starklicht inkubiert, um die Pigmente des VAZ-Zyklus zu akkumulieren, und dann

mit Norflurazon versetzt, so war ebenso klar zu erkennen, dal3 der VAZ-Pool in der nachfolgenden

Schwachlichtphase sowohl zur Biosynthese von Ddx als auch von Fx diente (Abb. 3.36.B). Demnach

liegen in P. parvum wahrscheinlich die gleichen Biosyntheseverknipfungen zwischen VAZ-Pool,
DT-Pool und Fx vor wiein Diatomeen (siehe z.B. Abb. 3.21).

Tab. 3.18

Pigmentstochiometrien in P. parvum im Schwachlicht bzw. nach 6 h Starklicht bei
einer PFD von 1000 pmol Photonen-m?.s™. Die Daten geben die Pigmentgehalte in
mmol pro mol Chl a wieder und stellen Mittelwerte aus jeweils zwei Mef3proben dersel-
ben Kultur da; der Unterschied zwischen den Mef3werten betrug fur Fx, Ddx und Dtx
maximal 2 mmol, fir die anderen Pigmente héchstens 1 mmol pro mol Chl a. Neben den
aufgefiihrten Pigmenten fanden sich noch geringe Mengen des b-Carotin-Epoxid-
ahnlichen Xanthophylls sowie Spuren von trans-Neoxanthin (siehe auch Kap. 3.3). Car =
Carotin, Caroide = Summe aller Carotinoide.

Chlc a-Ca b-Car Fx Ddx Dtx VX AX ZX Caroide

Vor HL

Nach HL

298 20 33 867 230 5 9 0 0 1164
292 14 50 869 65 351 49 4 63 1465
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Abb.3.36 Anderungen der Pigmentgehalte in P.parvum nach 6h Schwachlichtinkubation

(40 pmol Photonen-m?.s®) unter 5uM Norflurazon. In (A) wurde die Kultur vor
Versuchsbeginn fir 1 h im Schwachlicht vorinkubiert, in (B) wurden die Algen vor der
Zugabe von Norflurazon 6 h mit Sarklicht (1000 umol Photonen-m?-s?) bestrahlt. Fiir
weitere Erlauterungen siehe Abb. 3.28. Car = Carotin, Caroide = Summe aller Caroti-
noide (ohne Phytoen), DT = DT-Poal, VAZ = VAZ-Paool.
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Auch die Regulation der Pigmentbiosynthese in P. parvum unter wechselnden Lichtintensitdten
verlauft im Prinzip analog. Die im vorliegenden Versuch gewahlte Starklichtintensitét von 1000 pmol
Photonen-m?.s* filhrte sogar zu einer leichten Abnahme der Chl a-Konzentration in der Algenkultur
wahrend der Starklichtperiode, und der Carotinoidgehalt stieg etwa viermal stérker als in der
Schwachlichtkontrolle (Abb. 3.37.A-B). Dabel korrelierte die Entwicklung des Fx-Gehaltes in der
Kultur wieder eng mit der Chl a-Konzentration (Abb. 3.37.B,D). Entsprechend resultierte der drasti-
sche Anstieg der Carotinoide im Starklicht allein aus der Zunahme der Xanthophyllzykluspigmente
(Abb. 3.37.D). Im nachfolgenden Schwachlicht stiegen die Konzentrationen an Chl a und Fx wieder,
aber auch der DT-Pool nahm noch stark zu, wahrend der VAZ-Pool eine drastische Abnahme zeigte
(Abb. 3.37.D).
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Abb. 3.37 Anderungen der Pigmentgehalte in P. parvum im Verlauf von (A, C) 12 h Schwach-
licht (40 umol Photonen-m?.s?) baw. (B, D) 6 h Starklicht (1000 pmol Photonen-m?.s?)
gefolgt von 6 h Schwachlicht (40 pmol Photonen-m.st). Fiir weitere Erlauterungen
siehe Abb. 3.29. Car = Carotin, Caroide = Summe aller Carotinoide, DT = DT-Pooal,
VAZ = VAZ-Pool.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 128

Ein weiterer Anstieg des DT-Pools im Schwachlicht nach sechsstiindiger Starklichtinkubation konnte
schon in den Versuchen mit P. tricornutum beobachtet werden (Kap. 1.7, Abb. 3.12). Er &}t sich
dadurch erkléren, dai3 die Umwandlung von Vx zu Ddx mit einer hheren Rate ablauft als die Weiter-
verwendung von Ddx zur Synthese von Fx. Der letztgenannte Schritt, der offensichtlich eng mit der
Chl aSynthese gekoppelt ist, scheint unter den vorliegenden Bedingungen limitiert zu sein, wie der
verhaltnismaldig geringe Anstieg von Chl aund Fx in P. parvum nach der Starklichtinkubation andeu-
tet (Abb. 3.37.B,D). Die Ursache der geringen Chl aZunahme nach 6 h Starklicht kénnte eine mecha
nische Irritation der Algen aufgrund der Durchsprudelung der Kulturen mit Luft wéhrend der
12stiindigen Versuchsdauer sein, wie sie schon fir die Raphidophycee O. luteus diskutiert wurde.
Hierfir spricht der Befund, dal3 auch die Schwachlichtkultur von P. parvum mit fortschreitender
Versuchsdauer einen reduzierten Zuwachs an Chl a zeigte (Abb. 3.37.A). Aber auch die relativ hohe
Starklichtintensitét, die zu einer Abnahme des Chl a-Gehaltes von P. parvum im Starklicht fhrte,
konnte sich mdglicherweise nachteilig auf die Pigmentsynthese im anschliefRenden Schwachlicht
ausgewirkt haben. Dennoch I&%t sich anhand der vorliegenden Daten auch fir P. parvum die Aussage
treffen, dal3 die Algen wahrend einer Starklichtphase nur die Xanthophyllzykluspigmente weiter
akkumulieren. Im nachfolgenden Schwachlicht ist ein Anstieg an Chl a und dem Lichtsammelxantho-
phyll Fx zu beobachten, wobei letzteres aus den zuvor angereicherten Pigmenten des VAZ-Pools und
des DT-Pools gebildet wird.

3.2.5 Heterokontophyta, Eustigmatophyceae: Nannochloropsis salina

Die Eustigmatophycee N. salina besitzt Vaucheriaxanthin-Ester anstelle von Fx als Lichtsammelpig-
mente (Whittle und Casselton 1975a, Antia und Cheng 1982). Aber auch Vx trégt in Eustigmatophy-
ceen zur Lichtsammlung bei (Owens et al. 1987, Trautman et al. 1990), wie bereitsim Zusammenhang
mit dem niedrigen Deepoxidierungsgrad des VAZ-Pools von N. salina unter Starklicht diskutiert
wurde (Kap. 3.1.2). Da zudem die Carotinoid/Chl aStdchiometrie in N. salina im Vergleich zu ande-
ren Chromophyten relativ niedrig ist, spielt auch Chl ain dieser Alge eine entsprechend grofRere Rolle
bei der Sammlung von Licht. Jedoch besitzt N. salina wie alle Eustigmatophyceen kein Chl ¢ (Jeffrey
und Vesk 1997).

Bel Zusatz von Norflurazon zu einer Schwachlichtkultur von N. salina stieg der Chl aGehalt im
gleichen Male an wie bei einer Kontrollkultur, doch war nur eine minimale Umverteilung zwischen
den verschiedenen Carotinoid-Pools zu beobachten (Abb. 3.38.A). Lediglich die Konzentration an
Vaucheriaxanthin-Estern nahm auf Kosten von b-Carotin leicht zu. Auf eine Beteiligung des VAZ-
Pools an der Biosynthese der Vaucheriaxanthin-Ester konnte anhand dieser Daten nicht geschlossen
werden. Erst nach Anreicherung der Xanthophyllzykluspigmente durch sechsstiindige Vorinkubation
im Starklicht (Tab. 3.19) zeigte sich wéhrend der anschlieffenden Schwachlichtphase unter Norflura-
zon eine Abnahme des VAZ-Pools bei einer entsprechenden Zunahme der Vaucheriaxanthin-Ester.
Dabei sind die Konzentrationsénderungen der Xanthophylle aufgrund der relativ geringen

Carotinoid/Chl a-Stdchiometrie von N. salina jedoch nicht so stark ausgepragt wie bei den anderen
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untersuchten Algen; die groften Anderungen betreffen den Chl a-Gehalt der Kulturen. Dennoch

sprechen die Daten daflir, dal3 die Vaucheriaxanthin-Ester tUber den VAZ-Pool synthetisiert werden.

Dabel sollte erneut VX eine Schllisselstellung einnehmen, denn Vaucheriaxanthin besitzt eine alleni-

sche Gruppe an der gleichen Position wie auch in Fx oder Neoxanthin (siehe Kap. 3.3.1, Abb. 3.46).

Bemerkenswerterweise sind die Vaucheriaxanthin-Ester neben Chl a der einzige Pigmentpool, der

unter Norflurazon den gleichen Zuwachs aufwies wie in der Kontrollkultur.

Tab. 3.19

Pigmentstochiometrien in N. salina im Schwachlicht bzw. nach 6 h Starklicht bei einer
PFD von 700 pmol Photonen-m?:s*. Die Daten geben die Pigmentgehalte in mmol pro
mol Chl a wieder und stellen Mittelwerte aus jeweils drei (LL) bzw. zwei (nach HL)
Mefproben derselben Kultur da; der Unterschied zwischen den Mef3werten betrug
maximal 9 mmol pro mol Chl a fir Vx, 2 mmol fir VauxE und b-Car und firr die anderen
Pigmente hochstens 1 mmol pro mol Chl a. Neben den aufgefihrten Pigmenten fanden
sich noch geringe Mengen an Cx, CxE und dem b-Carotin-Epoxid-ahnlichen Xantho-
phyll sowie Spuren von trans-Neoxanthin und Dinoxanthin (siehe auch Kap. 3.3). Car =
Carotin, Caroide = Summe aller Carotinoide, VauxE = Vaucheriaxanthin-Ester.

VauxE b-Car VX AX ZX Caroide

Vor HL

Nach HL

137 55 253 4 6 455

136 43 187 70 51 487
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Anderungen der Pigmentgehalte in N.salina nach 6h Schwachlichtinkubation
(40 pmol Photonen-m?.s?) unter 5puM Norflurazon. In (A) wurde die Kultur vor
Versuchsbeginn fur 1 h im Schwachlicht vorinkubiert, in (B) wurden die Algen vor der
Zugabe von Norflurazon 6 h mit Sarklicht (700 pmol Photonen-m?.s?) bestrahlt. Fiir
weitere Erlauterungen siehe Abb. 3.28. Car = Carotin, Caroide = Summe aller Caroti-
noide (ohne Phytoen), VauxE = Vaucheriaxanthin-Ester, VAZ = VAZ-Pool.
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Abb. 3.39 Anderungen der Pigmentgehalte in N. salina im Verlauf von (A, C) 6 h Schwachlicht
(40 pmol Photonen-m?s?) bzw. (B, D) 6h Starklicht (700 pmol Photonen-m?.s?)
gefolgt von 6 h Schwachlicht (40 pmol Photonen-m-s*). Abweichend von den anderen
Algen wurde die Pigmentzunahme der Kontrollkultur von N.salina nur nach 6h
Schwachlichtinkubation ermittelt. Fir weitere Erlauterungen siehe Abb. 3.29. Car =
Carotin, Caroide = Summe aller Carotinoide, VauxE = Vaucheriaxanthin-Ester, VAZ =
VAZ-Pool.

Die Pigmententwicklung in N. salina unter wechselnden Lichtintensitdten stimmte nicht in allen
Punkten mit den Beobachtungen Uberein, die an den bisher beschriebenen Algen gemacht wurden.
Zwar zeigte N. salina wie auch die anderen Algen im Starklicht eine geringere Zunahme an Chl a als
die Schwachlichtkultur, wahrend der Carotinoidzuwachs in beiden Kulturen praktisch gleich war
(Abb. 3.39.A-B). Ebenso fiel der Anstieg der Xanthophyllzykluspigmente unter Starklicht hoher aus
as im Schwachlicht (Abb. 3.39.C-D). Allerdings stieg der Gehalt an Vaucheriaxanthin-Estern eben-
falls, und lediglich die Konzentration an b-Carotin nahm im Starklicht ab. Wahrend der anschlief3en-
den Schwachlichtphase war wieder ein verstarkter Zuwachs von Chl a zu feststellbar, doch nahm
neben b-Carotin und den Vaucheriaxanthin-Estern auch der VAZ-Pool aufgrund einer Neubildung von

Vx weiter zu (Abb. 3.39.D). Entsprechend war auch keine Reduktion der Carotinoidbiosynthese zu
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beobachten (Abb. 3.39.B). In dieser Hinsicht weicht N. salina von den anderen untersuchten Algen ab,
welche nach der Starklichtperiode zunéachst die Neusyntheserate von Carotinoiden verringerten und
statt dessen die im Starklicht zusétzlich akkumulierten Xanthophyllzykluspigmente zur Synthese der
Lichtsammelxanthophylle nutzten.

Das abweichende Verhalten von N. salina kénnte zum einen damit zusammenhangen, dal3 in Eustig-
matophyceen, wie schon erwéhnt, auch Vx an der Lichtsammlung beteiligt ist. Zum anderen leistet
Chl a in Eustigmatophyceen aufgrund der niedrigen Carotinoid/Chl a-Stochiometrie der Algen einen
groferen Beitrag zur Lichtabsorption als die Carotinoide. Daher hat die Weiterverwendung der
Xanthophyllzykluspigmente zur Synthese von Lichtsammelxanthophyllen fir Eustigmatophyceen
einen geringeren ékonomischen Nutzen als fir die anderen bisher besprochenen Algengruppen. Aber
auch die Rolle des VAZ-Zyklus in Eustigmatophyceen bei der Photoprotektion bleibt noch néher zu
untersuchen, da auch wahrend einer langerer Starklichtinkubation nur ein verhatnismaliig geringer
Anteil an Vx deepoxidiert wird (Kap. 3.1.2; siehe auch Lubian und Montero 1998). Dabei wére insbe-
sondere zu kléren, inwiefern sich Lichtsammlung und Photoprotektion unterschiedlichen Vx-Pools
zuordnen lassen, ob ein Wechsel von Molekiilen zwischen diesen Pools mdglich ist und wie die

Pool gréfien reguliert werden.

3.2.6 Heterokontophyta, Xanthophyceae: Mischococcus sphaerocephalus

Die Xanthophycee M. sphaerocephalus zeigte das komplexeste Carotinoidmuster aller untersuchten
Algen. Neben b-Carotin und den Xanthophyllen des DT-Zyklus sowie des VAZ-Zyklus konnten drei
verschiedene Vaucheriaxanthin-Ester sowie Heteroxanthin, Dinoxanthin und trans-Neoxanthin identi-
fiziert werden (Tab. 3.20; siehe auch Material und Methoden, Kap. 6.2.3). AulRerdem waren geringe
Mengen an Cx, CXE und dem b-Carotin-Epoxid-ahnlichen Xanthophyll detektierbar.

Tab.3.20 Pigmentstochiometrien in M. sphaer ocephalus im Schwachlicht bzw. nach 6 h Stark-
licht bel einer PFD von 700 pmol Photonen-m?-s™. Die Daten geben die Pigmentge-
halte in mmol pro mol Chl a wieder und stellen Mittelwerte aus jewells drei (LL) bzw.
zwei (nach HL) Mef3proben derselben Kultur da; der Unterschied zwischen den
Mef3werten betrug maximal 5 mmol pro mol Chl a fur Ddx, 3 mmol fir VauxEg, b-Car
und Dtx und héchstens 1 mmol pro mol Chl a fir die anderen Pigmente. Neben den
aufgefiihrten Pigmenten fanden sich noch geringe Mengen an Cx, CxE und dem
b-Carotin-Epoxid-ahnlichen Xanthophyll (siehe auch Kap. 3.3). Car = Carotin, Caroide
= umme aller Carotinoide, Dx = Dinoxanthin, Hx = Heteroxanthin, Nx = Neoxanthin,
VauxE = Vaucheriaxanthin-Ester.

Chlc VauxE Hx Nx Dx b-Car Ddx Dtx VX AX ZX Caroide

Vor HL 37 107 67 32 12 64 206 10 30 1 4 o517

NachHL 31 102 59 24 20 62 86 162 36 17 53 601
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Trotz der Vielzahl verschiedener Xanthophylle ist die Carotinoid/Chl a-Stéchiometrie in
M. sphaerocephalus jedoch &hnlich niedrig wie in der Eustigmatophycee N. salina (Tab. 3.20).
Entsprechend leistet auch hier Chl a einen grof3eren Beitrag zur Lichtsammlung. Allerdings weist
M. sphaerocephalus im Vergleich zu den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Fx-haltigen Algen
sehr geringe Konzentrationen an Chl ¢ auf. Uber die Funktion der verschiedenen Xanthophylle lassen
sich noch keine eindeutigen Aussagen treffen. Dinoxanthin wurde bisher in Xanthophyceen noch nicht
nachgewiesen (Bjernland und Liaaen-Jensen 1989). Fluoreszenz-Excitationsspektren an isolierten
LHC-Komplexen aus der Xanthophycee P. meiringensis zeigten, dal’ zumindest ein Teil der protein-
gebundenen Xanthophylle Energie auf Chl a Ubertragt, jedoch wurden in den LHC-Fraktionen neben
Vaucheriaxanthin-Ester nur Heteroxanthin und die Pigmente des DT-Pools als weitere Xanthophylle
identifiziert (Bichel und Wilhelm 1993). Im folgenden wurden die Konzentrationsdnderungen von
Vaucheriaxanthin-Ester, Heteroxanthin, Dinoxanthin und Neoxanthin grof3tenteils als Summe unter
der Bezeichnung ,Lichtsammelxanthophylle® dargestellt, um sie von den Xanthophyllzyklus-
pigmenten abzusetzen und die Ubersichtlichkeit der Abbildungen zu wahren. Doch miissen weitere
Untersuchungen kléren, ob tatséchlich alle der hier zusammengefaldten Xanthophyllspezies an der
Lichtsammlung beteiligt sind.

Eine Schwachlichtkultur von M. sphaerocephalus wies unter Norflurazon einen unverdndert hohen
Zuwachs an Chl a (Abb. 3.40.A) auf. Innerhalb der Gruppe der Carctinoide war eine leichte Abnahme
von b-Carotin und den Pigmenten des VAZ-Pools zu beobachten, wéahrend die Konzentration des
DT-Pools sowie der Lichtsammelxanthophylle entsprechend zunahm. Eine Aufschliisselung der als
Lichtsammelxanthophylle zusammengefaldten Pigmente zeigt, dald nur der Gehalt an Heteroxanthin
und den Vaucheriaxanthin-Estern stieg (Abb. 3.40.B). Die Konzentration von Dinoxanthin blieb
unverandert, und Neoxanthin nahm sogar ab. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dal3 zumindest ein
Teil des Neoxanthinsin M. sphaerocephalus as Intermediat bei der Biosynthese anderer Xanthophylle
fungiert. Die Daten liefern jedoch keinen Hinweis dafir, daf3 der DT-Pool as Precursor fur die
Synthese von Lichtsammelxanthophyllen dienen kann. Auch in einer Algenkultur, die zun&chst fir 6 h
im Starklicht inkubiert wurde, waren wéahrend der anschliel3enden Schwachlichtphase unter Norflura-
zon keine Anzeichen hierfir erkennbar (Abb. 3.40.C). Vielmehr zeigte der DT-Pool unter diesen
Bedingungen einen deutlichen Anstieg, der sogar den Zuwachs der Lichtsammelxanthophylle Ubertraf,
und innerhalb der as Lichtsammelxanthophylle zusammengefaldten Gruppe nahmen nun auch
Dinoxanthin und Neoxanthin zu (Abb. 3.40.D). Der b-Carotin-Gehalt der Kultur zeigte keine signifi-
kante Verdnderung. Allein die Konzentration der Pigmente des VAZ-Zyklus nahm stark ab. Dies
belegt, da? auch in M. sphaerocephalus der VAZ-Pool bzw. das im Schwachlicht vorherrschende Vx
(Abb. 3.26) ein Intermediat bei der Biosynthese aler Xanthophylle mit alenischer (Neoxanthin,
Dinoxanthin, Vaucheriaxanthin-Ester) oder acetylenischer Gruppe (DT-Pool, Heteroxanthin) darstellt.
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Abb.3.40 Anderungen der Pigmentgehalte in M. sphaer ocephalus nach 6 h Schwachlichtinku-
bation (40 umol Photonen-m?.s?) unter 5 pM Norflurazon. In (A-B) wurde die Kultur
vor Versuchsbeginn fiir 1 h im Schwachlicht vorinkubiert, in (C-D) wurden die Algen vor
der Zugabe von Norflurazon 6 h mit Starklicht (700 pmol Photonen-m.s™) bestrahlt. Fiir
weitere Erlauterungen siehe Abb. 3.28. Car = Carotin, Caroide = Summe aller Caroti-
noide (ohne Phytoen), DT = DT-Pool, Dx = Dinoxanthin, Hx = Heteroxanthin, LH-Xan
= Lichtsammel-(Light-Harvesting-)Xanthophylle (Summe aus Vauxg, Hx, Dx, und Nx),
Nx = Neoxanthin, VauxE = Vaucheriaxanthin-Ester, VAZ = VAZ-Pool.

Die Pigmententwicklung in M. sphaerocephalus unter wechselnden Lichtintensitéten zeigte in
wesentlichen Zigen den gleichen Verlauf wie in den untersuchten Diatomeen. Starklichtinkubation
flhrte zur verringerten Zunahme an Chl a bei einem leicht gesteigerten Zuwachs an Carotinoiden
(Abb. 3.41.A-B). Dabei resultierte der Anstieg der Carotinoide im Gegensatz zur Schwachlichtkultur
dlein aus ener Zunahme der Xanthophyllzykluspigmente (Abb. 3.41.C-D). Wéhrend der
anschlieffenden Schwachlichtphase war wieder eine Steigerung des Chl a-Zuwachses zu verzeichnen,

wohingegen der Carotinoidgehalt stagnierte. Parallel mit der Chl a-Konzentration stieg der Gehalt an
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Lichtsammelxanthophyllen (vgl. auch Kontrolle in Abb. 3.40.D), der VAZ-Pool dagegen entwickelte
sich stark rticklaufig.
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Abb. 3.41 Anderungen der Pigmentgehalte in M. sphaerocephalus im Verlauf von (A, C) 12h
Schwachlicht (40 umol Photonen-m?s?) bzw. (B, D) 6 h Starklicht (700 pmol Photo-
nen-m?s?) gefolgt von 6h Schwachlicht (40 umol Photonen-m?sY). Fur weitere
Erlauterungen siehe Abb. 3.29. Car = Carotin, Caroide = Summe aller Carotinoide, DT
= DT-Pool, VAZ = VAZ-Pool.

Der DT-Pool nahm wie schon zuvor bei dem Haptophyten P. parvum (Abb. 3.37) auch im Schwach-
licht noch weiter zu. Allerdings war bei der Schwachlichtkultur von P. parvum unter Norflurazon
eindeutig nachweisbar, dal? der DT-Pool in dieser Alge fur die Synthese des Lichtsammelxanthophylls
Fx verfugbar ist. Die fur M. sphaerocephalus vorliegenden Daten liefern jedoch keine Anzeichen
dafur, dafd der DT-Pool in dieser Alge einen Zwischenspeicher fur die Synthese anderer Xanthophylle
darstellt. Wie in Kap. 3.3 noch ausfuhrlicher diskutiert wird, ist dennoch anzunehmen, daf3 Ddx
zumindest al's Precursor fur die Synthese von Heteroxanthin dient.
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3.2.7 Dinophyta: Amphidinium carterae und Prorocentrum cassubicum

Abschlief?end wurde die Biogenese der Pigmente in Dinoflagellaten untersucht. Als Modellorganis-
mus diente hier A. carterae, und ein erganzender Versuch wurde mit P. cassubicum durchgefihrt.
Beide Algen zeichnen sich durch eine sehr hohe Carotinoid/Chl a-Stdchiometrie aus, und insbesondere
A. carterae verflgt Uber grole Pools der beiden Lichtsammelpigmente Peridinin und Chl c,
(Tab. 3.21).

Tab.3.21  Pigmentstbchiometrien in A. carterae und P. cassubicum im Schwachlicht sowie in
A. carterae nach 6 h Starklicht bel einer PFD von 700 pmol Photonen-m?s* (HL1)
bzw. 1000 umol Photonen-m.s* (HL2). Die Daten geben die Pigmentgehalte in mmol
pro mol Chl a wieder und stellen Mittelwerte aus jeweils drei (LL) bzw. zwei (nach HL)
Mef3proben derselben Kultur da; der Unterschied zwischen den Mef3werten betrug
maximal 15 mmol pro mol Chl a fir Peridinin, 5 mmol fiir Chl ¢,, Ddx und Dtx und
hochstens 1 mmol pro mol Chl a fur die anderen Pigmente. Neben den aufgefiihrten
Pigmenten fanden sich noch geringe Mengen an Cx, CxE, dem b-Carotin-Epoxid-
ahnlichen Xanthophyll sowie trans-Neoxanthin (siehe auch Kap. 3.3). Car = Carotin,
Caroide = Summe aller Carotinoide, Dx = Dinoxanthin, Peri = Peridinin.

Chlc, b-Car Peri Dx Ddx Dtx VX AX ZX Caroide

Amphidinium carterae

Vor HL 426 40 1137 43 306 9 4 5 1 1545
NachHL1 430 45 1116 84 299 100 4 10 2 1660
Vor HL 471 38 1199 36 287 2 3 1 0 1566
NachHL2 468 40 1199 36 201 147 3 8 33 1667

Prorocentrum cassubicum

LL 296 48 619 109 360 1 4 0 0o 14

Eine Schwachlichtkultur von A. carterae zeigte unter Norflurazon auch nach achtstiindiger Inkubation
nur sehr geringe Veradnderungen der einzelnen Carotinoid-Pools (Abb. 3.42.A). Die Konzentrationen
an b-Carotin und Dinoxanthin waren leicht riicklaufig, wahrend die Gehalte an den Xanthophyllen des
DT-Pools sowie von Peridinin entsprechend stiegen. Die Zunahme der Pigmente des DT-Pools ist
insofern bemerkenswert, als dal3 A. carterae schon vor der Zugabe von Norflurazon Uber einen
verhaltnismaldig grofRen Pool dieser Pigmente verfiigt. Dennoch wird ihre Konzentration auf Kosten
der vergleichsweise kleinen Pools an b-Carotin bzw. Dinoxanthin weiter erhoht. Diese Beobachtung
spricht dagegen, dal3 der DT-Pool in A. carterae as Vorstufe zur Synthese von Peridinin verwendet
wird. Weiterhin falt auf, dad3 der Zuwachs an Chl a unter Norflurazon nur etwa 50% der
Chl aZunahme in der Kontrollkultur betrug (Abb. 3.42.A). Dennoch bilden die Algen mit inhibierter

Carotinoidbiosynthese wahrend der Schwachlichtphase in etwa die gleiche Menge an Phytoen, die zur
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Synthese der in der Kontrollkultur neu akkumulierten Carotinoide erforderlich wére. Wie schon fiir die
vergleichbaren Daten von P. tricornutum diskutiert wurde (Kap. 3.2.1), stellt deshalb der reduzierte
Zuwachs an Chl a unter Norflurazon mdglicherweise einen sekunddren Effekt dar, der im Fall von

A. carterae durch die limitierte Neusynthese von Peridinin verursacht sein kdnnte.
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Abb. 3.42 Anderungen der Pigmentgehalte in A. carterae nach 8 h Schwachlichtinkubation und
in P. cassubicum nach 14 h Schwachlichtinkubation (40 pmol Photonen-m?s®) unter
5uM Norflurazon. Die Kulturen wurde vor Versuchsbeginn fur 1 h im Schwachlicht
vorinkubiert. Fur weitere Erlauterungen siehe Abb. 3.28. Car = Carotin, Caroide =
Summe aller Carotinoide (ohne Phytoen), DT = DT-Pool, Dx = Dinoxanthin, Peri =
Peridinin, VAZ = VAZ-Pool.

Der Befund, dal3 in Dinoflagellaten mit inhibierter Carotinoidbiosynthese die Xanthophylle des
DT-Paoals nicht zur Biosynthese von Peridinin dienen, lief3 sich auch an einem weiteren Dinophyten
bestétigen. Nach Zugabe von Norflurazon zu einer Schwachlichtkultur von P. cassubicum und
anschlieffender Schwachlichtinkubation fir 14 h zeigten auch diese Algen nur eine Abnahme von
b-Carotin und Dinoxanthin, wéhrend die Konzentrationen sowohl des DT-Pools als auch von
Peridinin entsprechend zunahmen. Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit Pigmentmarkierungs-
studien von Swift et al. (1982) an A. carterae. Wurde einem Zellhomogenat der Algen radioaktiv
markiertes Zx zugesetzt, so war zundchst eine temporare Akkumulation von markiertem trans-
Neoxanthin zu beobachten, die von einem Anstieg an markiertem Ddx und Peridinin abgeldst wurde.
Nach vollstandigem Umsatz der markierten Pools an Zx und Neoxanthin war keine Veranderung der
Konzentrationen an radioaktiv markiertem Ddx bzw. Peridinin mehr zu beobachten. Demnach war
auch das Zellhomogenat von A. carterae nicht in der Lage, Ddx in Peridinin umzuwandeln.

Eine sechsstiindige Inkubation von A. carterae im Starklicht bei einer PFD von 1000 pmol-m™?.s*
resultierte in einer Akkumulation der Pigmente des VAZ-Pools (Tab. 3.21). Wie Abb. 3.43 zeigt,
erfolgte im anschlieffenden Schwachlicht eine schnelle Abnahme des VAZ-Pools bei gleichzeitiger
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Zunahme von Dinoxanthin. Da fir den DT-Pool und die weiteren Xanthophylle in diesem kurzen
Zeitraum praktisch keine Konzentrationsdnderungen festzustellen waren, wird die Zunahme an
Dinoxanthin offensichtlich aus dem VAZ-Pool gespeist. Parallel zu dieser Umwandlung findet inner-
halb des VAZ-Pools die Epoxidierung von Zx Uber Ax zu Vx statt, wie bereits in Kap. 3.1.1 gezeigt
wurde (siehe Abb. 3.26.G). Daher scheint es sehr wahrscheinlich, dal’ Dinoxanthin in A. carterae aus
Zx sequentiell Uber die Zwischenstufen Ax, Vx und trans-Neoxanthin gebildet wird. Dinoxanthin
wiederum dient al's Precursor zur Synthese von Peridinin (Abb. 3.42).
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Abb. 3.43 Konzentrationsinderungen des VAZ-Zyklus und von Dinoxanthin in einer Kultur des
Dinophyten A. carterae zu Beginn einer sechsstlindigen Starklichtphase (1000 pmol
Photonen-m?s™) sowie nach 6 h Starklicht im nachfolgenden Schwachlicht (40 pmol
Photonen-m?.s™). Die Versuchsbedingungen wurden bereits in Abb. 3.26 beschrieben,
die Daten stammen aus demselben Versuchsansatz wie die Daten in Abb. 3.26.G. Dx =
Dinoxanthin, VAZ = VAZ-Pool.

Fraglich erscheint jedoch, ob Dinoxanthin auch als Vorstufe zur Synthese von Ddx dient, dain diesem
Fall der Acetatrest, der mit der 3-OH-Gruppe im Molekl verestert ist, erst wieder abgespalten werden
mUfdte (siehe hierzu auch Kap. 3.3.1, Abb. 3.46-3.47). Statt dessen wére denkbar, dal? der Zuwachs des
DT-Pools in Abb. 3.42 alein aus der Umwandlung von b-Carotin resultiert. Diese Méglichkeit ist in
weiteren Experimenten eingehender zu priifen.

Das Pigmentsyntheseverhalten von A. carterae unter wechselnden Lichtbedingungen (Abb. 3.44)
weicht in einigen Aspekten von dem der vorher untersuchten Algen ab. Dies gilt noch nicht fur die
sechsstiindige Starklichtphase. Wie schon die anderen Algen zeigte auch A. carterae unter Starklicht
eine drastische Reduktion der Chl a-Synthese, wogegen der Zuwachs an Carotinoiden nur leicht hinter
dem der Kontrollkultur zurtickblieb (Abb. 3.44.A-B). Dabei nahm Peridinin im Starklicht kaum noch
Zu, statt dessen stieg die Konzentration der Pigmente des DT-Pools sowie von Dinoxanthin
(Abb. 3.44.D). Im nachfolgenden Schwachlicht war jedoch nicht nur eine starke Akkumulation von
Chl a zu beobachten, sondern auch die Carotinoide nahmen noch stérker zu als wahrend der vorherge-
henden Starklichtperiode. Nun wurde hauptséchlich Peridinin neu gebildet, aber auch der DT-Pool
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verzeichnete noch einen leichten Zuwachs. Lediglich die Konzentration von Dinoxanthin war riickl&u-
fig. Demnach erfolgte auch hier keine Umverteilung zwischen den Pigmenten des DT-Pools und Peri-

dinin.
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Abb. 3.44 Anderungen der Pigmentgehalte in A. carterae im Verlauf von (A, C) 12 h Schwach-
licht (40 pmol Photonen-m?.s?) bzw. (B, D) 6 h Starklicht (700 pmol Photonen-m?.s?)
gefolgt von 6 h Schwachlicht (40 pmol Photonen-m.st). Fiir weitere Erl&uterungen
siehe Abb. 3.29. Car = Carotin, Caroide = Summe aller Carotinoide, DT = DT-Pool, Dx
= Dinoxanthin, Peri = Peridinin, VAZ = VAZ-Pool.

Die Beobachtung, dal3 in Dinophyten Ddx offensichtlich nicht zur Biosynthese von Peridinin dient,
koénnte maoglicherweise mit den bereits in Kap.3.1.1 diskutierten Besonderheiten des DT-Zyklus im
Zusammenhang stehen. Weitere Untersuchungen miissen kléren, welche Bedeutung der DT-Zyklus fur
die Photoprotektion der Algen hat und welche Funktion Ddx in den Antennen zukommt. Auferdem
sollten die hier geschilderten Experimente auch mit einem Dinoflagellaten durchgeftihrt werden, der
im Gegensatz zu A. carterae (Hofmann et al. 1996) keinen wasserl6slichen PCP-Komplex besitzt; hier
kdme z.B. Prorocentrum minimum in Frage (Jovine et a. 1995). Mdoglicherweise fehlt auch
P. cassubicum ein PCP, doch wiesen die hier untersuchten Kulturen zu geringe Wachstumsraten auf,

und waren daher fur Pigmentsynthesestudien unter wechselnden Lichtbedingungen ungeeignet.
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3.3 Diskussion der Xanthophyllbiosynthese und der Xanthophyllzyklen in
Chromophyten

3.3.1 Ubersicht der in den untersuchten Algen identifizierten Pigmente und der aus den

Experimenten ableitbaren Xanthophyllbiosynthese-Verknipfungen in Chromophyten
In Tab. 3.22 sind fur ale untersuchten Algen die jeweils identifizierten Pigmente zusammengestelIt.
Dabel kann die Identitét der Carotinoide, die mit einem ,D* markiert sind, als gesichert betrachtet
werden. Auch die Identifizierung der Pigmente mit dem Eintrag ,,C* oder ,d“ ist noch gut abgesichert.
Fir die mit einem ,,¢* markierten Pigmente empfiehlt es sich jedoch, ihr Vorkommen durch weitere
Messungen unter Verwendung héher konzentrierter Pigmentextrakte zu bestétigen. In den Fx-haltigen
Algen war der Nachweis von Neoxanthin aufgrund einer unzureichenden Trennung dieser beiden
Pigmente im verwendeten HPLC-System nur Uber Differenzspektren moglich (erkennbar an dem
Zusatz ,D" in Tab. 3.22). Hier sollten ergénzende Messungen mit einem HPL C-System durchgefihrt
werden, das hinsichtlich der Trennung von Fx und Neoxanthin optimiert ist.

Abgesehen von C. meneghiniana und P. cassubicum liegen fir ale aufgefihrten Algen auch
Literaturdaten zur Pigmentzusammensetzung vor. Ein Vergleich dieser Daten mit den in der vorlie-
genden Arbeit ermittelten Pigmentmustern zeigte vollige Ubereinstimmung hinsichtlich des Vorkom-
mens der Carotine, der Pigmente des DT-Zyklus sowie der Lichtsammelxanthophylle Fx, Peridinin,
Vaucheriaxanthin-Ester und Heteroxanthin. Die Pigmente des VAZ-Zyklus dagegen wurden bisher
nur in Algen ohne DT-Zyklus detektiert. Eine Ausnahme stellt lediglich der Dinoflagellat A. carterae
dar, da in dieser Alge bereits Zx nachgewiesen wurde (Swift et al. 1982). Der Nachweis von
b-Carotin-Epoxid beschrénkte sich bislang auf die beiden Haptophyten P. parvum und P. lutheri
(Berger et a. 1977), und Uber das Vorkommen von Cx und CxE wurde nur in der Chrysophycee
O. danica (Hager und Stransky 1970b) sowie den beiden Xanthophyceen M. sphaerocephalus und
P. meiringensis berichtet (Whittle und Casselton 1975b). Beide Xanthophylle sind aber auch schon in
anderen Algen aus den Klassen Chrysophyceae, Xanthophyceae und Eustigmatophyceae detektiert
worden (Bjernland und Liaaen-Jensen 1989). Neoxanthin wurde bereits in allen untersuchten Algen
mit Ausnahme der beiden Haptophyten gefunden (siehe Literaturangaben zu Tab. 3.22). Dinoxanthin
findet sich generell in peridininhaltigen Dinoflagellaten (Johansen et al. 1974, Jeffrey et al. 1975). In
den weiteren in Tab. 3.22 aufgefiihrten Algen wurde es bisher nicht detektiert, doch liegen vereinzelt
Nachweise in Xanthophyceen und Haptophyten vor (Bjarnland und Liaaen-Jensen 1989).

Die in Kap. 3.2 dargestellten Untersuchungen an Algen mit gehemmter Carotinoidbiosynthese,
deren wichtigste Ergebnisse nochmals in Tab. 3.23 zusammengestellt sind, zeigten eine Reihe von
Biosyntheseverknipfungen zwischen den verschiedenen Pigment-Pools auf. Unter Norflurazon waren
die Konzentrationsénderungen der Xanthophyllzykluspigmente von VAZ- und DT-Pool sowie der
Lichtsammelxanthophylle am ausgeprégtesten. Dabel nahm der VAZ-Pool in alen untersuchten Algen
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Tab.3.22 Ubersicht iiber die mittels HPLC identifizierten Carotinoide in den untersuchten
Algen. C = Identifikation anhand von Retentionszeit und On-line-Spektrum; ¢ = wie C,
aber On-line-Spektrum verrauscht; D = wie C, aber zusatzlich Test auf Alkalistabiliat
und 5,6-Epoxidgruppen; d = wie D, aber On-line-Spektrum verrauscht; D = On-line-
Soektrum durch Differenzspektrum gewonnen, — = Pigment mit sehr hoher Wahrschein-
lichkeit nicht vorhanden. Fett und kursiv gedruckte Pigmente dienten als Referenz-
pigmente zur |dentifikation der Pigmente in anderen Organismen. Die Referenzpigmente
Cx und CxE wurden aus Papayafriichten (Carica papaya), die Pigmente VX, Ax sowie Zx
aus Spinat (Spinacia oleracea) gewonnen. Algengruppen: B = Bacillariophyceae, C =
Chrysophyceae, D = Dinophyta, E = Eustigmatophyceae, H = Haptophyta, R =
Raphidophyceae, X = Xanthophyceae; Algenarten: A.c. = Amphidinium carterae, C.m. =
Cyclotella meneghiniana, M.s. = Mischococcus sphaerocephalus, N.s. = Nannochlorop-
sis sdling, O.d. = Ochromonas danica, O.I. = Olisthodiscus luteus, P.c. = Prorocentrum
cassubicum, P.l. = Pavlova lutheri, P.m. = Pleurochloris meiringensis, P.p. = Prymne-
sium parvum, P.t. = Phaeodactylum tricornutum; Pigmente: Car = Carotin, CarE-like =
b-Carotin-Epoxid-ahnliches Xanthophyll, Dx = Dinoxanthin, Hx = Heteroxanthin, Nx =
Neoxanthin, Peri = Peridinin, VauxE = Vaucheriaxanthin-Ester.

Bl,2 R3,4 C1,3 HS EG X7 D8,9

Pigment P.t Cm.| Ol | Od. | Pp. P.. Ns | Ms. Pm. | Ac. Pc

a-Car - - - - D - - - - - -

b-Car D D D D D C D D D D C

CarE-like D D d D D C d D D D

CxE D D D D — D D D D cD

Cx D D D D - D D D D

VX D D D D D C D D D D C

AX D D D D D C D D D D cD

Zx D D D D D C D D D D

Ddx D D - - D C - D D D C

Dtx D D - - D C - D D D C

trans-Nx CD CD CD cD D D C C

Dx cD C D D D C

Fx D D D C - - - - -

Peri - - - - - - - - - D C

VauxE - - — - — - D D D - -

Hx - - - - - - - D D - -

Literaturstellen mit Angaben zur Pigmentzusammensetzung der untersuchten Algen: » Hager und
Stransky 1970b, 2 Pennington et al. 1988, 2 Withers et al. 1981, ¥ Mostaert et al. 1998, ® Berger et al.
1977, ® Antia und Cheng 1982, ” Whittle und Casselton 1975b, ® Johansen et al. 1974, ? Swift et al.

1982
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ab, wahrend die Konzentration der Lichtsammelxanthophylle (Fx, Peridinin bzw. Vaucheriaxanthin-
Ester und Heteroxanthin) stets anstieg. Diese Beobachtung ist im Einklang mit der fir VX postulierten
Rolle as Vorstufe bel der Synthese aller Xanthophylle mit allenischer oder acetylenischer Gruppe
(Strukturformeln in Abb. 3.46 und 3.47; Bonnett 1969, Liaaen-Jensen 1978, Goodwin 1980,
Milborrow 1982). In Ddx-haltigen Algen, in denen der VAZ-Pool zuvor durch eine mehrstiindige
Starklichtinkubation akkumuliert worden war, erfolgte unter Norflurazon zunéchst ein Ubergang der
Pigmente des VAZ-Pools in den DT-Poal. In den beiden Kiesdalgen und dem Haptophyt P. parvum
dient der DT-Pool wiederum zur Synthese des Lichtsammelxanthophylls Fx. Fir die Xanthophycee
M. sphaerocephalus und die beiden untersuchten Dinoflagellaten liegen jedoch keine Hinweise darauf
vor, dal3 der DT-Pool fir die Biosynthese der jeweiligen Lichtsammelxanthophylle Vaucheriaxanthin-

Ester und Heteroxanthin bzw. Peridinin mobilisierbar ist.

Tab.3.23  Ubersicht iiber die Veranderungen der einzelnen Carotinoide in den untersuchten
Algen nach Inhibition der Carotinoidbiosynthese mittels Norflurazon. Die fur die
Pigmente, Algengruppen und Algenarten verwendeten Abkirzungen entsprechen denen
in Tab. 3.22. @z Pigment (-Pool) nimmt zu, @ = Pigment (-Pool) nimmt ab@@ =
Pigment (-Pool) nimmt nur tempordr zu, nv. = Pigment (-Pool) mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit nicht vorhanden, w = Ubergang vom VAZ-Pool in den DT-Pool.

B R H E X D

Pigment P.t. c.m. O.l. P.p. N.s. M.s.

O
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S ;
DT-Pool @@ @@ n.v. @@ n.v.
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Peri n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. n.v.

n.v
VauxE n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. @ @ n.v. n.v.
®

Hx n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. n.v.
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Abb. 3.45 Strukturformeln der in den untersuchten Algen identifizierten Xanthophylle mit alleni-
scher Gruppe (nach Bjarnland und Liaaen-Jensen 1989)
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Abb. 3.46 Strukturformeln der in den untersuchten Algen identifizierten Xanthophylle mit acety-
lenischer Gruppe (nach Bjarnland und Liaaen-Jensen 1989)

Dennoch legt ein Vergleich der Strukturformeln der beiden Xanthophylle Ddx und Heteroxanthin
(Abb. 3.47) nahe, dal? der DT-Pool in M. sphaerocephalus zumindest zur Synthese von Heteroxanthin
dient, wie dies schon von anderen Autoren angenommen wurde (Bjegrnland und Liaaen-Jensen 1989).
Ebenso sprechen die Strukturformeln der in Abb. 3.46 zusammengestellten Pigmente fir die
Annahme, dal? trans-Neoxanthin ein Intermediat bel der Biosynthese aller weiteren Xanthophylle mit
alenischer Gruppe darstellt (Goodwin 1980, Swift et al. 1982, Haugan und Liaaen-Jensen 1994).
Moglicherweise gilt dies auch fir Dinoxanthin, da dieses Pigment wie auch Neoxanthin in nahezu
alen untersuchten Algen detektiert wurde (Tab.3.22) und im Dinoflagellat A. carterae eine
Zwischenstufe bei der Biosynthese von Peridinin aus Vx darstellt (Kap. 3.2.7). So ware denkbar, dal
der Schritt der Acetylierung von trans-Neoxanthin zu Dinoxanthin generell die Synthese der acety-
lierten Lichtsammelxanthophylle Fx, Peridinin und Vaucheriaxanthin-Ester einleitet.

Ein entsprechendes, hypothetisches Schema der Xanthophyllbiosynthesewege in den hier unter-
suchten Chromophyten ist in Abb. 3.48 dargestellt. Demnach kénnte Neoxanthin in Bacillariophyceen,
Xanthophyceen, Haptophyten und Dinophyten den Verzweigungspunkt bei der Biosynthese der
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Xanthophylle mit acetylenischer Gruppe auf der einen und den jeweiligen Lichtsammelxanthophyllen
mit allenischer Gruppe auf der anderen Seite darstellen. Da aber sowohl in den untersuchten Kiesel-
algen als auch im Haptophyt P. parvum Ddx nachweidich zur Synthese von Fx eingesetzt werden

kann, bleibt noch zu kléren, Uber welche Zwischenverbindungen diese Synthese erfolgt.

Phyioen
b-Carotin
/ ? l ? \
LL LL
ZX 4“ AX —>< VX
HL HL l
S | transNx allenische Gruppe \
/ acetylenische Gruppe N i
| LL i |
i Dtx g——» Ddx 2 i : i
| DT ¥ |
| § |
i 3 i
| X VauxE Peri |

Abb. 3.47 Hypothetisches Schema der Xanthophyllbiosynthesewege in den untersuchten Algen-
gruppen. Weitere Erlauterungen werden im Text gegeben. Dx = Dinoxanthin, Hx =
Heteroxanthin, Nx = Neoxanthin, Peri = Peridinin, VauxE = Vaucheriaxanthin-Ester.

Zum einen wére denkbar, dal3 in Ddx der Jononring mit der benachbarten acetylenischen Gruppe
hydroxyliert wird, um wieder trans-Neoxanthin zu erhalten. In diesem Fall wére die Bildung von Ddx
aus Neoxanthin as reversibel anzunehmen. Alternativ kdnnte aber auch aus der acetylenischen
Gruppe die 8-Ketogruppe in Fx hervorgehen und eine neue alenische Gruppe am gegeniberliegenden,
epoxidierten Jononring gebildet werden (Liaaen-Jensen 1978, Goodwin 1980, Bjernland und Liaaen-
Jensen 1989). In diesem Fall mif3te jedoch in einem spéteren Schritt am anderen Jononring erneut eine
Epoxidgruppe eingefiihrt werden. Dabel wére fraglich, ob diese Reaktion durch die Xanthophyll-
zyklus-Epoxidase katalysiert werden kann, da sich in unmittelbarer Nachbarschaft des betreffenden
Jononringes dann entweder die acetylenische Gruppe oder schon die in Fx vorliegende Ketogruppe

befinden sollte und deshalb eine relativ geringe Substratspezifitdt des Enzyms angenommen werden
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mUfte. Die zuerst genannte Alternative erscheint auch deshalb wahrscheinlicher, da die in der vorlie-
genden Arbeit untersuchten Algen der Chrysophyceen und Raphidophyceen offensichtlich nicht in der
Lage sind, acetylenische Xanthophylle zu synthetisieren; gleiches gilt auch fir Braunalgen (Haugan
und Liaaen-Jensen 1994). Demnach bilden diese Algen Fx direkt aus VX, wobei Neoxanthin als eines
der Intermediate angenommen werden kann (Haugan und Liaaen-Jensen 1994). Um eine endgliltige
Entscheidung zwischen beiden Alternativen treffen zu kdnnen, sind jedoch weitere Untersuchungen
erforderlich. In diesem Zusammenhang ist auch weiter abzusichern, dal3 in Xanthophyceen und
Dinoflagellaten die Xanthophylle mit acetylenischer Gruppe nicht mehr zur Synthese von Xantho-
phyllen mit allenischer Gruppe verwendet werden konnen.

Ebenso bleibt zu bestétigen, ob Dinoxanthin tatsachlich die in Abb. 3.48 postulierte Rolle as Inter-
mediat bei der Synthese von Fx und den Vaucheriaxanthin-Estern zukommt, wahrend seine Beteili-
gung bei der Biosynthese von Peridinin durch die vorliegenden Daten (Kap. 3.2.7) ausreichend
gesichert ist. Zwar deutet die Abnahme von Dinoxanthin in Schwachlichtkulturen von O. luteus,
O. danica und M. sphaerocephalus unter Norflurazon (Kap. 3.2 und Tab. 3.23) auf eine Precursor-
funktion dieses Xanthophylls in den betreffenden Algen. Doch sind die absoluten Konzentrations-
anderungen wegen der geringen Menge an Dinoxanthin in den drei Algen zu klein, um eine gesicherte
Aussage darliber zu erlauben, ob Dinoxanthin tatséchlich als Vorstufe fiir Fx bzw. Vaucheriaxanthin-
Ester dient.

Schliefdlich erfordert auch der Weg der Biosynthese von Vx aus b-Carotin weitere Untersuchungen.
So konnte in allen untersuchten Algengruppen mit Ausnahme der Haptophyten sowohl Cx als auch
CXE nachgewiesen werden (Tab. 3.22), wobei in Algen unter Schwachlichtbedingungen praktisch nur
CxE detektierbar war. Unter Starklicht konnte zumindest in C. meneghiniana, M. sphaerocephalus,
O. danica und A. carterae auch eine Akkumulation von Cx beobachtet werden, und im Fall von
M. sphaerocephalus liegen Hinweise fur einen CE-Zyklus vor. Doch war die Quantifizierung von Cx
in einem Teil der HPLC-Chromatogramme aufgrund einer unzureichenden Abtrennung dieses
Xanthophylls von Chl a nicht moglich, und in den meisten Félen wiesen die analysierten Pigment-
extrakte auch zu geringe Konzentrationen an Cx und CxE auf, um eine verladliche Quantifizierung zu
gewdhrleisten. Somit bleibt durch detailliertere Messungen zu kléren, ob CxE in Chromophyten
moglicherweise generell ein Intermediat in der Xanthophyllbiosynthese darstellt. Auch die Genese des
vorléufig als b-Carotin-Epoxid identifizierten Xanthophylls bedarf einer Kl&rung. Zumindest in
Haptophyten konnte b-Carotin-Epoxid eine Rolle bei der Xanthophyllbiosynthese spielen, da hier
weder Cx noch CxE nachweisbar waren und in Schwachlichtkulturen von P. parvum die Konzentra-
tion an b-Carotin-Epoxid um eine Zehnerpotenz Uber der von Zx lag. Zudem zeigte dieses Xantho-

phyll in P. parvum unter Norflurazon eine Konzentrationsabnahme (Tab. 3.23).
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3.3.2 Mdgliche Vorteile der Verkntpfung von Xanthophyllzyklen mit der Synthese der Licht-
sammelxanthophyllein Chromophyten

Wie bereits in Kap. 3.2 angesprochen wurde, bietet die Rolle der Xanthophyllzykluspigmente als
Intermediate bei der Biosynthese der Lichtsammelxanthophylle die Méglichkeit, die unter Starklicht
akkumulierten Lichtschutzpigmente im nachfolgenden Schwachlicht recyceln zu kdnnen. Alle in
dieser Arbeit untersuchten Algen zeigten im Starklicht eine deutlich reduzierte Chlorophyllsynthese,
wahrend der Carotinoidgehalt tendenziell mit einer etwas hoheren Rate zunahm als unter Schwach-
lichtbedingungen. In der auf die Starklichtperiode folgenden Schwachlichtphase kehrten sich die
Verhdltnisse um, nun erfolgte eine verstarkte Bildung von Chlorophyllen. Die Carotinoidkonzentration
dagegen stagnierte in den meisten Féllen, und die Lichtsammelxanthophylle wurden zunéchst aus den
zuvor angereicherten Xanthophyllzykluspigmenten synthetisiert. Ein Vorteil dieser Strategie kénnte
darin bestehen, dald auf diese Weise unter den an die Starklichtphase anschlief3enden Schwachlicht-
bedingungen eine Konkurrenz der Biosynthesen der Carotinoide und des Chl a-Bestandteils Phytol um
das gemeinsame Substrat Geranylgeranylpyrophosphat (Cunningham und Gantt 1998, Lichtenthaler
1999) vermieden wird. Da in dieser Situation die zur Verfligung stehende Lichtenergie den wachs-
tumslimitierenden Faktor darstellt, sollte die daraus erwachsende Moglichkeit der schnellen Pigment-
synthese zur Biogenese von Lichtsammelkomplexen einen Vorteil darstellen.

Das beobachtete Pigmentsyntheseverhalten sollte auch unter energetischen Gesichtspunkten in einer
optimierten Biogenese der Antennenkomplexe resultieren, wie die folgenden Ausfihrungen verdeutli-
chen. Die Grundiberlegung hierbei ist, dal3 den Algen unter Starklichtbedingungen — aso in einer
Situation, in der Lichtenergie im UberfluR zur Verfiigung steht — eine weitere Akkumulation von
Carotinoiden in Form der Xanthophyllzykluspigmente moglich ist, die neben ihrer photoprotektiven
Funktion zugleich einen Vorrat fir die erforderliche Synthese von Lichtsammelxanthophyllen bei
erneuter Lichtlimitierung darstellen. Die Tab. 3.24-3.26 geben zunachst einen Uberblick Gber die
Pigment-Protein-Stéchiometrien der Lichtsammelkomplexe aus verschiedenen Chromophyten. Bei der
Zusammenstellung der Daten wurden bevorzugt neuere Arbeiten berlicksichtigt, in denen die LHC-
Isolierung mit moglichst schonenden Verfahren erfolgte. Bisher wurde eine Bestimmung der Anzahl
an Pigmentmolekiilen pro Apoprotein nur fir einige der Lichtsammelkomplexe vorgenommen, die in
den Tabellen aufgefiihrt sind (die entsprechenden Angaben finden sich in den Tabellentiberschriften).
Die relativen Pigmentstéchiometrien aus den weiteren zitierten Untersuchungen wurden auf Basis der
an homologen Proteinen ermittelten Chl a-Protein-Stéchiometrien umgerechnet. Bei einem Vergleich
der auf diese Weise gewonnenen Daten zeichnete sich fir mehrere Algengruppen die Tendenz ab, dai3
mindestens zwei LHC-Populationen mit leicht unterschiedlichen Pigmentstochiometrien vorliegen.
Dies konnte fur die Braunalgen (Phaeophyceae), die Kieselalgen (Bacillariophyceae) und die Dino-
flagellaten (Dinophyta) beobachtet werden. Die beiden jeweiligen Subpopulationen sind in Tab. 3.24
und 3.26 dadurch unterschieden, dal3 die Daten aler unter der willkirlichen Bezeichnung ,, Typ 2 ein-

geordneten Proteine kursiv gesetzt sind. Aus den vorliegenden Daten wurde dann fir jede Algengruppe
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Tab. 3.24

Pigmentstochiometrien in den Lichtsammelkomplexen von Fx-haltigen Algen. Daten

Uber die Anzahl an Chl a-Molekilen pro FCP-Komplex lagen nur fir die Braunalge
L. saccharina vor (Pascal et al. 1998); sie betrug sechs Molekile pro Apoprotein. In
allen weiteren Referenzen waren fir die isolierten Komplexe nur die reativen
Chla angegeben. Aufgrund der hohen
Sequenzhomologie der bisher untersuchten FCP-Apoproteine (Durnford et al. 1999)
wurde jedoch fir alle Komplexe die Bindung von sechs Chl a-Molekilen angenommen
und auf dieser Basis die jeweilige Stchiometrie der anderen Pigmente berechnet.

Pigmentstochiometrien bezogen auf

Weitere Erlauterungen erfolgen im Text.

Algengruppe/ -art Protein Pigmente Lit.

Phaeophyceae Molgew. Chl a Chic Fx VAZ

Laminaria saccharina 22 kDa 6 2,2 7,6 - 1
22 kDa 6 14 53 0,5 1
20 kDa 6 2,3 7,9 0,7 2
20 kDa 6 1,3 54 - 2

Pelvetia canaliculata 22 kDa 6 2,0 7,5 - 3
22 kDa 6 0,8 53 2,6 3

FCP-Typ 1 22 kDa 6 2 8 -

FCP-Typ 2 22 kDa 6 1 5 1

Chrysophyceae Molgew. Chl a Chic Fx VAZ

Giraudyopsis stellifer 20 kDa 6 15 50 0,2 4

FCP 20 kDa 6 2 5 0

Bacillariophyceae Molgew. Chl a Chic Fx DT

3 Arten (Mw.) 6 37 8,0 1,1 5

P. tricornutum 18 kDa 6 19 75 1,3 6
18 kDa 6 29 7,5 1,0 6
18 kDa 6 2,3 7,6 0,6 7
18 kDa 6 11 50 15 7

FCP-Typ 1 18 kDa 6 3 8 1

FCP-Typ 2 18 kDa 6 1 5 2

Haptophyta Molgew. Chl a Chic Fx DT

Prymnesium parvum 24 kDa 6 1,8 3,6 0,9 8

FCP 24 kDa 6 2 4 1

Literaturdaten aus: 1) Pascal et al. 1998, 2) Caron et al. 1995, 3) De Martino et a. 1997, 4) Lichtlé et
al. 1995, 5) Brown 1988, 6) Caron und Brown 1987, 7) Berkaloff et al. 1990, 8) Wilhelm und

Wiedemann 1991
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die durchschnittliche Pigment-Protein-Stochiometrie der bisher isolierten Komplexe ermittelt und fir
jedes Pigment auf einen ganzzahligen Wert gerundet.

Werden die FCP-Komplexe verschiedener Fx-haltiger Algengruppen miteinander verglichen
(Tab. 3.24), so ist zunachst festzustellen, dal3 die Komplexe aus Phaeophyceen und Bacillariophyceen
Chlorophylle und Carotinoide im Verhdltnis 1:1 binden. Die potentiellen Subpopulationen in beiden
Algengruppen unterscheiden sich in erster Linie in der Stochiometrie von Fx zu den jeweiligen
Xanthophyllzykluspigmenten. Die aus der Chrysophycee G. stellifer und dem Haptophyt P. parvum
isolierten Antennenproteine weisen zwar einen niedrigeren Carotinoidgehalt auf as die anderen FCP-
Komplexe, doch kdnnte es sich hierbei um ein Pr8parationsartefakt handeln, da in beiden Féllen
Hinweise daflr vorliegen, dal’ im Zuge der FCP-1solierung ein detergensbedingter Pigmentverlust
auftrat (Wilhelm und Wiedemann 1991, Lichtlé et al. 1995). Die Lichtsammelkomplexe von Algen,
die Vaucheriaxanthin-Ester besitzen, binden mehr Chlorophylle as Carotinoide, das Verhdtnis betréagt
hier etwa 2:1 (Tab. 3.25). In Dinoflagellaten schliefdich liegt die umgekehrte Situation vor (Tab. 3.26).
Die membranintrinsischen iPCP-Komplexe binden zwar nur einen leichten Uberschu an Carotino-

iden, doch tragen die wasserl6slichen PCP-Antennen viermal mehr Peridinin als Chl a.

Tab.3.25 Pigmentstochiometrien in den Lichtsammelkomplexen wvon Algen, die
Vaucheriaxanthin-Ester besitzen. Daten Uber die Anzahl an Chl a-Molekilen pro LHC-
Komplex lagen nur fiir die Eustigmatophycee Nannochloropsis spec. vor (Sukenik et al.
1992); sie betrug neun Molekiile pro Apoprotein. In allen weiteren Referenzen waren fur
die isolierten Komplexe nur die relativen Pigmentstochiometrien bezogen auf Chl a
angegeben. Analog zu Tab. 3.24 wurde fUr alle anderen Komplexe ebenfalls die Bindung
von neun Chl a-Molekillen angenommen und auf dieser Basis die jeweilige St6chiometrie
der anderen Pigmente berechnet. Weitere Erlauterungen erfolgen im Text.

Algengruppe/ -art Protein Pigmente Lit.

Eustigmatophyceae Molgew. Chla Chlc  VauxE VAZ

Nannochloropsis spec. 23 kDa 9 - 2 4 1

Nannochloropsis salina 9 - 2,3 2,3 2

Monodus subterraneus 23 kDa 9 - 1,2 2,7 3

LHC 23 kDa 9 - 2 3

Xanthophyceae Molgew. Chla Chlc  VauxE DT Hx

P. meiringensis LHC Il 22 kDa 9 0,6 11 19 0,9 4
LHCI 21kDa 9 0,3 0,8 19 0,6

LHC 21,5 kDa 9 1 1 2 1

Literaturdaten aus: 1) Sukenik et a. 1992, 2) Brown 1987, 3) Arsalane et a. 1992, 4) Bichel und
Wilhelm 1993
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Anhand der Angaben zur Pigment-Protein-Stéchiometrie sowie der Molekularmasse der Apoproteine
[at sich nun der Lichtenergiebedarf berechnen, der zur Biosynthese der einzelnen Komponenten der
Lichtsammelkomplexe erforderlich ist. In Tab. 3.27 sind die auf diese Weise berechneten prozentualen
Anteile der Proteinkomponente, der Chlorophylle und der Carotinoide am Lichtenergiebedarf fir die
LHC-Synthese in verschiedenen Chromophyten angegeben. Zusétzlich wurde auch der Energiebedarf

bei der Biosynthese des LHC Il aus Hoheren Pflanzen nach Komponenten aufgeschltisselt.

Tab.3.26  Pigmentstochiometrien in den Lichtsammelkomplexen der peridininhaltigen
Dinoflagellaten. Hier fehlte nur fir G. polyedra die Angabe der Chl a-Molekile pro
iPCP- bzw. PCP-Komplex. Auf der Grundlage der Chl a-S6chiometrien, die fur die
Komplexe aus den anderen Dinoflagellaten vorlagen, wurde die Bindung von sieben
Chl afiir den iPCP- und zwel Chl a fiir den PCP-Komplex aus G. polyedra angenommen
und die Soéchiometrie der anderen Pigmente entsprechend berechnet. Weitere
Erl&uterungen erfolgen im Text.

Dinophyta Protein Pigmente Lit.

iIPCP (=ACP) Molgew. Chla Chlc Peri DT Dx

Amphidinium carterae 19kDa 7 4 12 2 - 1

Heterocapsa pygmaea 19 kDa 7 4 8 2 - 2
19 kDa 7 4 6 4 - 2

Gonyaulax polyedra 19 kDa 7 1,6 85 2 0,7 3

iPCP-Typ 1 19kDa 7 4 12 2 -

iPCP-Typ 2 19 kDa 7 3 8 3 -

PCP Molgew. Chla Chic Peri DT Dx

Amphidinium carterae 30 kDa 2 - 8 - -

Gonyaulax polyedra 32 kDa 2 - 8,8 - -

PCP 30 kDa 2 - 8 - -

Literaturdaten aus. 1) Hiller et al. 1993, 2) Jovine et al. 1995, 3) Knoetzel und Rensing 1990, 4)
Hofmann et a. 1996

Zunéchst 18t sich feststellen, dal3 der Energiebedarf fir die Synthese des jeweiligen Apoproteins
mindestens die Hélfte der erforderlichen Gesamtenergie ausmacht. Im Durchschnitt liegt er bei 60%.
Das Apoprotein desiPCP der Dinoflagellaten hat mit 50% den geringsten, das PCP-Protein jedoch mit
80% den hochsten Anteil am jeweiligen Gesamtenergiebedarf. Bei der Biosynthese der
Pigmentkomponenten haben in den FCP- und den iPCP-Komplexen die Chlorophylle und Carotinoide
erwartungsgemald auch vergleichbare Anteile am Gesamtenergiebedarf infolge ihrer &guimolaren
Stochiometrie. Eine Ausnahme scheinen die FCP-Komplexe aus Chrysophyceen und Haptophyten zu
bilden. In beiden Falen liegen den Berechnungen jedoch vermutlich fehlerhafte Pigment-

stéchiometrien zugrunde, wie bereits diskutiert wurde. Entsprechend kann hinsichtlich der fur die
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Biosynthese von Chlorophyllen bzw. Carotinoiden in FCP-K omplexen aufgewendeten Energiemengen
generdll von einem Quotienten von etwa 1,3 ausgegangen werden. Fir den wasserlésiichen PCP
betragt aufgrund seines sehr niedrigen Chlorophyllgehaltes der Quotient 0,4, wobei hier alerdings die
Synthese des Apoproteins, wie schon erwahnt, einen auflerordentlich grof3en Anteil am Gesamt-

energieaufwand ausmacht.

Tab. 3.27 Prozentualer Anteil der Proteinkomponente, der Chlorophylle und der Carotinoide am
Energieaufwand fur die LHC-Synthese in den verschiedenen Algengruppen. Der
Lichtenergieaufwand fir die LHC-Komponenten unter Verwendung von Nitrat als
Stickstoffquelle wurde auf der Grundlage der Pigment-Protein-St6chiometrien in
Tab. 3.24-3.26 und der folgenden Angaben in Raven (1984) berechnet: 625 mol
Photonen pro kDa Protein, 684 mol pro mol Chl a bzw. Chl b, 392 mol pro mol Chl c,
462 mol pro mol Fx, 476 mol pro mol Vaucheriaxanthin-Ester und 448 mol pro mol aller
anderen Carotinoide. Fir den LHC Il der Hoheren Pflanzen wurden die folgenden
Pigment-Protein-Daten verwendet: Das Apoprotein (25 kDa) bhindet sieben Chl a, funf
Chl b, z2wei Lutein und je ein Molekill Neoxanthin bzw. Vx (Jansson 1994, Ruban et al.
1999). Chl / Caroid = Verhdltnis zwischen den zur Synthese des Chlorophyll- und des
Carotinoidanteils im jeweiligen LHC erforderlichen Energiebetragen.

Algengruppe Protein Chlorophylle Carotinoide Chl/ Caroid
Phaeophyceae FCP-Typ1 62% 22% 17% 1,3
FCP-Typ 2 65% 21% 13% 16
Chrysophyceae FCP 63% 25% 12% 2,1
Bacillariophyceae FCP-Typ 1 54% 26% 20% 13
FCP-Typ 2 59% 24% 17% 14
Haptophyta FCP 68% 22% 10% 2,2
Dinophyta iPCP-Typ 1 48% 26% 26% 1,0
iPCP-Typ 2 52% 26% 22% 12
PCP 79% 6% 15% 04
Xanthophyceae LHCI 63% 30% 7% 4,2
LHCII 63% 29% 8% 3,6
Eustigmatophyceae LHC 61% 28% 11% 2,7
Hohere Pflanzen LHCII 61% 32% 7% 4,6

Fir die Lichtsammelkomplexe der Xanthophyceen und der Eustigmatophyceen schliefdlich, die neben
Chl a hauptsachlich Vaucheriaxanthin-Ester und Violaxanthin binden, liegt dieser Quotient zwischen 3
und 4. Da hier pro Apoprotein nur etwa halb so viele Carotinoide gebunden werden wie in den FCP-
Komplexen, ist der Anteil der Carotinoide am Gesamtenergiebedarf auch entsprechend geringer.
Damit liegen in den beiden letztgenannten Algengruppen sehr dhnliche Verhdtnisse vor wie im
Chl a/b-bindenden LHC Il der Héheren Pflanzen, und sie heben sich deutlich von Algen ab, die Fx
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oder Peridinin als Haupt-Lichtssmmelpigment besitzen. AuRBerdem |&t sich zumindest flr
Eustigmatophyceen die Trennung zwischen den Xanthophyllzykluspigmenten mit photoprotektiver
Funktion auf der einen und den Lichtsammelxanthophyllen auf der anderen Seite nicht so strikt treffen
wie in den Fx-haltigen Algen, da Vx in Eustigmatophyceen nachweislich auch an der Lichtsammlung
beteiligt ist (Owens et a. 1987, Trautman et al. 1990; vgl. auch Kap. 3.2.5). Da das Hauptxanthophyl|
Lutein in den Lichtsasmmelkomplexen der Hoheren Pflanzen sich von a-Carotin ableitet, besteht hier
keine Biosyntheseverbindung zwischen Lutein und den Xanthophyllzykluspigmenten; letztere dienen
jedoch zur Synthese von Neoxanthin (Cunningham und Gantt 1998; vgl. auch Abb. 1.6 der
Einleitung).

Demnach kénnen Algen mit FCP- oder PCP-Komplexen durch das Recycling der
Xanthophyllzyklus-Pigmente eine grofiere Energieeinsparung erzielen als die Algengruppen, die LHC-
Komplexe mit Vaucheriaxanthin-Estern besitzen. Dabei erscheint die durch eine Xanthophyllweiter-
verwertung erreichbare Verringerung des Energiebedarfs der FCP-Biogenese um etwa 20% zunachst
as nicht sehr hoch. Doch ist zu berlicksichtigen, dai3 eine langere Starklichtphase temporér zu einer
erhdhten mitochondrialen Atmung (Cosper 1982, Raghavendra et al. 1994, Xue 1996) und einer
Reduktion der photosynthetischen Quantenausbeute (Falk et al. 1992, Ting und Owens 1994, Wilhelm
et al. 1995, Hanelt et al. 1997) der Algen unter lichtlimitierten Bedingungen flhrt. Dies resultiert in
einer stark abgeflachten Lichtséttigungskurve der Sauerstoffentwicklung und einer Erhéhung des
Lichtkompensationspunktes (Falkowski und Owens 1978, Leverenz et al. 1990, Henley 1993, Ting
und Owens 1994). Folglich ist auch die Netto-Produktion an Reduktionsaquivalenten in dieser Phase
geringer. Aus bisherigen Experimenten an P. tricornutum (Geider et a. 1985; Lohr, Miller und
Wilhelm, unverdffentlicht) 183t sich abschétzen, dald an Schwachlicht adaptierte Algen nach
mehrstiindiger Inkubation bei einer PFD von etwa 800 umol-m.s* im anschliefenden Schwachlicht
bei 40 pmol-m?Zs® wahrend der ersten Stunden nur 20-30 pmol O,-(mg Chl a)™h™ freisetzen. Die
Zunahme an Fx in dieser Phase a3t sich anhand der Daten in Tab. 3.6 berechnen und betrégt etwa
0,018 mg Fx-(mg Chl a)™-h™*. Wiirden diese Fx-Molekille de novo aus CO, synthetisiert, so wiirde die
Bereitstellung der hierfir erforderlichen Reduktionsdguivalente zu einer Sauerstoffentwicklung von
1,6 pmol O,(mg Chl @™*-h™ fiihren, was etwa 5-7% der Netto-Sauerstoffentwicklung bei 40 pmol
Photonen-m?.s™ entspréche. Diese Rechnung deutet auf ein nicht unerhebliches Einsparungspotential
durch Weliterverwendung der Xanthophyllzykluspigmente zur Fx-Synthese, doch sind zu ihrer
Bestatigung noch mdglichst exakte und zugleich zeitaufgel 6ste Messungen der Sauerstoffentwicklung
in den Turbidostatkulturen nach 6 h Starklicht durchzuftihren.

Dennoch kann schon jetzt konstatiert werden, dald3 die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nachgewiesene enge Biosynthesebeziehung zwischen den Xanthophyllzykluspigmenten und den
Lichtsammelxanthophyllen es den Chl alc-haltigen Algen ermoglicht, das Verhdtnis zwischen
Lichtschutz- und Lichtsasmmelpigmenten den Erfordernissen der jeweiligen Lichtsituation rasch

anzupassen. Diese dynamische Regulation ist unter den wechselhaften Lichtbedingungen, mit denen
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einzellige Algen in ihrem natlirlichen Habitat konfrontiert werden, moglicherweise von besonderem
Vorteil (Larkum und Barrett 1983, Falkowski 1984).

In diesem Zusammenhang ist noch auf die Frage einzugehen, ob in Algen mit DT-Zyklus auch die
unter Starklicht akkumulierenden Xanthophylle des VAZ-Zyklus zum NPQ und damit zur
Photoprotektion beitragen. Wie schon in der Einleitung (siehe Tab. 1.2) dargestellt wurde, finden sich
unter den Fx-haltigen Algengruppen sowohl solche mit DT-Zyklus als auch solche mit VAZ-Zyklus.
Dabei ist die Ausbildung des NPQ in Algen mit VAZ-Zyklus wie den Phaeophyceen (Uhrmacher et al.
1995, Schofield et al. 1998, Harker et a. 1999) oder den Chrysophyceen (Lichtlé et a. 1995) ebenso
eng mit der Akkumulation von Zx korreliert wie in Algen mit DT-Zyklus mit der Bildung von Dtx
(Demers et al. 1991, Arsalane et a. 1994, Olaizola und Y amamoto 1994, Olaizola et a. 1994). Auch
die FCP-Gene, die bisher aus den oben genannten Fx-haltigen Algengruppen isoliert wurden, weisen
untereinander eine sehr hohe Homologie auf (Durnford et al. 1996, 1999). Daher scheint die Annahme
gerechtfertigt, dal3 in den Algen mit DT-Zyklus nicht nur Dtx, sondern auch Zx eine Verstdrkung des
NPQ in den Antennenkomplexen bewirken kann.

Bisherige Fluoreszenzmessungen an P. tricornutum deuten auf einen linearen Zusammenhang
zwischen der Dtx-Konzentration und dem Ausmal3 von NPQ hin (Arsalane et a. 1994, Olaizola et al.
1994, Casper-Lindley und Bjorkman 1998). Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen der Xanthophyllzykluskinetiken in P. tricornutum ergaben, dal3 das akkumulierte Vx
um den Faktor 4 langsamer deepoxidiert wird als Ddx (Tab. 3.10, Abb. 3.18 bzw. 3.20). Entsprechend
wird auch Zx deutlich langsamer gebildet als Dtx, wahrend sich der Ax-Gehalt praktisch nicht andert
(Abb. 3.16). Dieser Umstand konnte eine Moglichkeit eréffnen, zwischen den potentiellen Beitrégen
von Dtx und Zx zum NPQ in P. tricornutum zu differenzieren. Sofern ndmlich Dtx und Zx beide zur
Ausbildung des NPQ beitragen, sollte die Kinetik der NPQ-Entwicklung eine schnelle Phase
aufweisen, die mal3geblich durch den relativ starken Anstieg der Ditx-Konzentration bestimmt wird,
sowie eine langsame Phase, die allein aus der weiteren Zunahme an Zx resultiert. Entsprechend sind
paralele Messungen der Kinetiken des NPQ und der Bildung von Zx bzw. Dtx in P. tricornutum
durchzuftihren und die resultierenden Daten gegeneinander aufzutragen. In ersten diesbeziiglichen
Experimenten an P. tricornutum wurden jedoch erhebliche Abweichungen zwischen den Kinetiken der
NPQ-Ausbildung und der Akkumulation insbesondere von Dtx beobachtet (Lohr und Wilhelm,
unverdffentlicht). Zwar zeigte die Entwicklung von NPQ unter Starklicht mit einer PFD von
2900 pmol-m™.s? einen zweiphasigen Anstieg, doch betrug die Ratenkonstante der schnellen Phase
etwa den zweifachen Wert der Ratenkonstante der Dtx-Bildung. Die Kinetiken der langsamen NPQ-
Phase und der Bildung von Zx stimmten dagegen besser (iberein. Diese vorlaufigen Ergebnisse sind
jedoch durch weitere Untersuchungen zu erganzen und wurden deshalb auch nicht in diese Arbeit
aufgenommen.

Ein weiterer Punkt, der sich augenblicklich nur spekulativ diskutieren 183, betrifft die Frage, warum
der VAZ-Zyklus in einer Reihe von Algengruppen durch den DT-Zyklus ersetzt wurde. Wie die
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Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, sind diese Algen prinzipiell dazu in der Lage, auch die
Pigmente des VAZ-Zyklus zu bilden. Trotzdem besitzen sie in der Regel neben den Lichtsammel-
xanthophyllen nur noch die Pigmente des DT-Zyklus in groRerer Konzentration. Daraus ergibt sich die
Frage nach mdglichen Vorteilen fir die Algen bei Verwendung eines DT-Zyklus anstelle des VAZ-
Zyklus. Einen Ansatzpunkt kénnten die schnelleren Umwandlungskinetiken des DT-Zyklus darstellen.
Da Ddx nicht nur in P. tricornutum, sondern auch durch die Violaxanthin-Deepoxidase aus Salat
(Yamamoto und Higashi 1978) deutlich schneller deepoxidiert wird als VX, stellt Ddx moglicherweise
generell ein besseres Substrat fir die Deepoxidase dar. Entsprechend 183t sich Dtx im Starklicht
schneller akkumulieren als Zx. Umgekehrt verlauft auch bei der Rickreaktion zumindest in
P. tricornutum die Bildung von Ddx schneller als die von Vx, da die Epoxidierung von Zx zu Vx Uber
die Zwischenstufe Ax verlauft (Abb. 3.16) und die Epoxidierungsraten fur Dtx, Zx und Ax annghernd
gleich sind (Tab. 3.9). Deshalb ware denkbar, dal3 der DT-Zyklus die Algen zu einer schnelleren
Anpassung der photochemischen Quantenausbeute an die rasch wechselnden Lichtbedingungen
beféhigt, mit denen sie im aguatischen Lebensraum konfrontiert werden (Larkum und Barrett 1983,
Falkowski 1984).

Sowohl die Frage nach potentiellen Vorteilen des DT-Zyklus als auch die nach der Fahigkeit von Zx
zur Verstérkung des NPQ in Algen mit DT-Zyklus lief3en sich am einfachsten an Pigmentmutanten
dieser Algen studieren, die nicht mehr in der Lage sind, aus Vx Xanthophylle mit acetylenischer
Gruppe zu bilden. Die entsprechenden Mutanten sollten auch Aufschluf3 dariiber geben kénnen, ob in
Algen mit DT-Zyklus Ddx ein obligatorisches Intermediat bei der Synthese von Fx darstellt.
Kieselalgen erscheinen jedoch ungeeignet fur solche Untersuchungen, da diese Algen ein diploides
Genom besitzen (Round und Crawford 1990) und deshalb bei Deaktivierung eines Gens z.B. durch
I nsertionsmutagenese eine Kompensation des resultierenden Gendefektes durch das entsprechende
Allel auf dem homologen Chromosom zu erwarten ist. Moglicherweise lassen sich entsprechende
Untersuchungen mittelfristig an Haptophyten durchfihren. So deuten durchfluRzytometrische
Untersuchungen an Prymnesium patelliferum und P. parvum darauf hin, das diese beiden bisher als
eigenstandige Arten angesehen Algen die Haplo- bzw. Diplophase eines haplodiplontischen
Lebenszyklus darstellen (Larsen und Edvardsen 1998). Hier wirde sich demnach bei der
haplontischen Phase die Moglichkeit einer Insertionsmutagenese bieten, doch wéren fir diese Algen

Zunéchst geeignete Transfomations- und Selektionsverfahren zu entwickeln.

3.3.3 Evolution der Xanthophyllzyklen und der Xanthophyllbiosynthese in Chromophyten

Abschliel?end sollen noch einige Aspekte zur Evolution der Xanthophyllzyklen sowie der
Xanthophyllbiosynthese in Chromophyten diskutiert werden, die mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit in Verbindung stehen. Dabel wird der bereitsin Kap. 1 der Einleitung dargestellte
aktuelle Erkenntnisstand zur Phylogenie der Chl a/c-haltigen Algen vorausgesetzt, und die dort

aufgefiihrte Referenzliteratur wird hier nur in Ausnahmen nochmals zitiert.
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Einer der Befunde der vorliegenden Arbeit ist, da Algen mit DT-Zyklus prinzipiell auch die
Pigmente des VAZ-Zyklus synthetisieren kénnen, da Vx ein vermutlich obligatorisches Intermediat
bei der Biosynthese von Xanthophyllen mit allenischer oder acetylenischer Gruppe darstellt. Es
erscheint daher als sehr wahrscheinlich, da3 der VAZ-Zyklus phylogenetisch dlter ist as der DT-
Zyklus. Fir die Einfuhrung des DT-Zyklus war moglicherweise nur die Entwicklung eines Enzyms
zur Synthese der acetylenischen Gruppe in Ddx und Dtx erforderlich. Diese Annahme wird durch den
schon mehrfach erwdhnten Befund gestiitzt, dal’ die Violaxanthin-Deepoxidase aus Hoheren Pflanzen
auch Ddx als Substrat akzeptiert (Yamamoto und Higashi 1978, Hager 1980). Allerdings bleibt noch
Zu zeigen, dald die entsprechende Epoxidase aus Hoheren Pflanzen neben Zx und Ax auch Dtx
umsetzen kann.

Sofern nun die beiden Xanthophyllzyklusenzyme wahrend der Evolution der Photosynthese nur
einmal entstanden sind, mul3 dies vermutlich auf der Stufe der ersten photosynthetisch aktiven
eukaryotischen Zellen geschehen sein, die aus der priméren Endosymbiose resultierten, und zwar noch
bevor sich die Linien der Grin- und der Rotalgen entwickelten. Gegen eine friihere Entstehung
sprechen alle bisherigen Untersuchungen an Cyanobakterien, wonach diese nicht (iber die Fahigkeit
verfligen, Epoxy-Xanthophylle zu bilden (Liaaen-Jensen 1978, Young 1993). Wie bereits in der
Einleitung dargelegt wurde, haben die Algen der Abteilungen Heterokontophyta und Haptophyta ihre
Plastiden durch sekundére Endosymbiose mit Vorlaufern der heutigen Rhodophyta erworben
(Bhattacharya und Medlin 1998), wobel mit der als urspriinglicher angesehenen Rotalgen-Unterklasse
der Bangiophycidae eine engere Verwandtschaft besteht als mit den abgeleiteten Florideophycidae
(Oliveira und Bhattacharya 2000). Auch fur die Dinophyta liegen inzwischen plastidare Gensequenzen
vor, die nahelegen, dal3 die peridininhaltigen Vertreter dieser Algengruppe aus einer sekundaren
Endosymbiose von Sporozoen mit Rotalgen hervorgegangen sind (Zhang et al. 1999). Die Algen aller
drei Abteilungen verfigen Uber Xanthophyllzyklen, wdhrend von Rotalgen zunéchst angenommen
wurde, dal? ihnen epoxidierte Xanthophylle und damit auch ein Xanthophyllzyklus grundsétzlich
fehlen (Stransky und Hager 1970b, Hager 1980, Demmig-Adams und Adams 1993). Allerdingsist im
Rahmen der bisher durchgefiihrten Pigmentanalysen von Rotalgen bereits mehrfach das Auftreten von
Xanthophyllen mit 5,6-Epoxidgruppen und vereinzelt sogar von solchen mit allenischer Gruppe
berichtet worden, wie die in Tab. 3.28 zusammengestellten Daten zeigen. In einigen der aufgefihrten
Fadle konnten die nachgewiesenen Xanthophylle von einer Kontamination der untersuchten
Rotalgenthalli mit epiphytischen Diatomeen herrihren (Liaaen-Jensen 1978), doch liegen mehrere
Studien vor, in denen eine diesbeziigliche Uberpriifung keine Anzeichen fiir solche Verunreinigungen
lieferte (Bjernland und Aguilar-Martinez 1976, Bjegrnland et al. 1984, Hegazi et al. 1998). Von
besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang eine Untersuchung von Rmiki et a. (1996), diein
zwei Arten der Gattung Gracilaria bei einem Wechsel von Schwach- zu Starklichtbedingungen eine
rasche Umwandlung von Ax in Zx feststellen konnten, wie sie fur die Deepoxidierungsreaktion im

Rahmen eines Xanthophyllzyklus typisch ist. Dieser Beobachtung sollte unbedingt genauer
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nachgegangen werden. Da in den anderen in Tab. 3.28 aufgefiihrten Untersuchungen nicht Uberprift
wurde, ob unter Starklicht eine Deepoxidierung der detektierten Epoxy-Xanthophylle erfolgt, besteht
die Mdglichkeit, dal3 auch in der Gruppe der Rotalgen Xanthophyllzyklen weiter verbreitet sind als
bisher angenommen. Dies wirde in der Tat die Annahme favorisieren, da3 die Xanthophyll-
zyklusenzyme dler rezenten Algengruppen einen gemeinsamen Ursprung haben und nicht das

Ergebnis einer konvergenten Entwicklung darstellen.

Tab.3.28 Rotalgenspezies, fur die von einem Vorkommen grofBerer Mengen an Xanthophyllen
mit 5,6-Epoxidgruppe oder allenischer Gruppe berichtet wurde. Fir jede Alge ist der
Prozentanteil des jeweiligen Pigmentes an ihrem Car otinoidgesamtgehalt angegeben. Im
Fall von Jania rubens lagen keine Daten zur Pigmentquantifizierung vor, hier wurden die
Pigmentmengen aus dem in der Zitierten Literatur abgebildeten HPLC-Chromatogramm
abgeschatzt. + = Pigment vorhanden, ++ = Pigment in hoher Konzentration vorhanden,
C = Carotin, Lt = Lutein, LtE = Lutein-Epoxid, Nx = Neoxanthin.

Algenspezies Ordnung |a-C Lt |LtE|b-C Cx 2Zx | Ax Vx| Nx Fx |Lit
Bangiophycidae
Erythrotrichia carnea Bangiales 25 7 3| 65 1
Florideophycidae
Nemalion helminthoides ~ Nemaliales 1 4 12 43 | 2
Jania rubens Cordlindes | + + + o+ 4+ + ++ | 3
Gracilaria gracilis Grecilariales 32 46 | 22 4
G. multipartita Gracilariales 26 41 | 33 4
G. lichenoides Gracilariales 24 11 19| 25 5
G. verrucosa Gracilariales 52 34 14 6
Melanthalia abscissa Gracilaridles | 25 19|12 22 21 7
Hypnea musciformis Gigartinales | 9 14126 6 14 17| 8
Acanthophora spicifera Ceramiaes 23 4 19| 32 5
Cladhymenia oblongifolia Ceramiales 7 133 11 36| 12 7
Chondria sp. Ceramiaes 29 | 33 16 21 7
Dasya elegans Ceramiaes 15115 38 5 12 8
Vidalia colensoi Ceramiales 10|28 9 12 41 7

Literaturdaten aus: 1) Bjernland et al. 1984, 2) Bjgrnland und Aguilar-Martinez 1976, 3) Hegazi et al.
1998, 4) Rmiki et a. 1996, 5) Aihara und Yamamoto 1968, 6) Brown und MclLachlan 1982,
7) Czezuga und Taylor 1987, 8) Czezuga 1979

Gleiches kdnnte auch fir das bisher noch nicht identifizierte Enzym gelten, das die Synthese der
alenischen Gruppe in Neoxanthin und den abgel eiteten Xanthophyllen Dinoxanthin, Fx, Peridinin und
Vaucheriaxanthin katalysiert. Da bisher jedoch nur fir eine Rotalge das VVorkommen von Neoxanthin

berichtet wurde, bleiben weitere Untersuchungen abzuwarten. Auch die sporadischen Nachweise von
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Fx in Rotalgen bediirfen weiterer Bestétigung. Sollte jedoch zweifelsfrei nachgewiesen werden, dal3
zumindest einige Rotalgenarten Uber die erforderliche Enzymausstattung zur Synthese von Fx
verfligen, so sprache dies fur die Annahme, dai die Fahigkeit zur Fx-Synthese in der Algenevolution
nur einmal innerhalb der Rotalgenlinie nach Abtrennung von den Griinalgen entwickelt wurde. Die
Fx-haltigen Klassen der Heterokontophyta und die Haptophyta hétten diese Fahigkeit dann durch ihre
Rotal gen-Endosymbionten erlangt.

Vergleichbare Uberlegungen konnen schliefllich auch fur die Evolution der Enzyme angestellt
werden, welche fir die Biosynthese der acetylenischen Gruppe in Xanthophyllen wie Ddx, Dtx und
Heteroxanthin verantwortlich sind. Sofern die Fahigkeit zur Synthese der acetylenischen Gruppe in
der Evolution nur einmal entstand, mufite dies ebenfalls schon vor der Trennung von Griinalgen- und
Rotalgenlinie geschehen sein, da sich acetylenische Xanthophylle nicht nur in Heterokontophyta,
Haptophyta, Dinophyta und Cryptophyta finden, sondern auch in Algen aus der Abteilung
Euglenophyta anzutreffen sind, die wahrscheinlich einer sekunddren Endosymbiose mit einem sehr
frihen Vertreter aus der Grinalgenlinie entstammen (Bhattacharya und Medlin 1995, 1998; Cavalier-
Smith 1999). Gegen diese Annahme spricht allerdings, dal3 bisher weder in Griin- noch in Rotalgen
acetylenische Xanthophylle gefunden wurden (Liaaen-Jensen 1978, Y oung 1993). Daher erscheint es
wahrscheinlicher, dal3 die Fahigkeit zur Synthese von Ddx in den Euglenophyta unabhéngig von den
anderen hierzu befahigten Algengruppen entwickelt wurde (Cavalier-Smith 1999).

Die Fahigkeit zur Synthese von acetylenischen Xanthophyllen ist in allen von den Rotalgen
abstammenden Linien der Heterokontophyta, der Haptophyta, Dinophyta und der Cryptophyta zu
finden. Haptophyten, die peridininhaltigen Dinophyten und mehrere Klassen der Heterokontophyta
besitzen den DT-Zyklus, die Xanthophyceen und Phaeothamniophyceen zusédtzlich Heteroxanthin
(Bailey et a. 1998). Die Cryptophyceen schlieffdlich verfliigen tUber das Xanthophyll Alloxanthin, das
an beiden Jononringen je eine acetylenische Gruppe besitzt. Die Plastiden dieser Linien unterscheiden
sich ausreichend, um von unabhangigen sekundéren Endosymbioseereignissen auszugehen
(Bhattacharya und Medlin 1998, Oliveira und Bhattacharya 2000). Unter der Annahme, daf3 auch die
Vorfahren der rezenten Rotalgen zur Synthese von acetylenischen Xanthophyllen nicht in der Lage
waren, mufite diese Fahigkeit in den verschiedenen Linien konvergent entstanden sein. Fir den Fall,
dal3 die vier genannten Algenlinien doch monophyletischen Ursprungs sind, sich aber sehr frih nach
der Etablierung der sekundéren Endosymbiose herausgebildet und dann weiter auseinander entwickelt
haben (Cavalier-Smith 2000), konnte die Fahigkeit zur Synthese acetylenischer Xanthophylle
unmittelbar nach der Etablierung der Endosymbiose erworben worden sein. In diesem Fall miifdte sie
jedoch zumindest innerhalb der Gruppe der Heterokontophyta in einer Reihe von Klassen wie den
Phaeophyceen, Chrysophyceen, Raphidophyceen oder Eustigmatophyceen wieder sekundar
zurlickgebildet worden sein.

Ein genauer Aufschlufd hierliber ist erst zu erwarten, wenn das fir die Synthese der acetylenischen

Gruppe verantwortliche Enzym identifiziert und seine Gensequenz in Vertretern aus alen Ddx-



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 157

haltigen Algengruppen entschllisselt worden ist. Anhand von Sequenzvergleichen sollte sich dann die
Evolution der Ddx-Synthese rekonstruieren und mit der Phylogenie der verschiedenen Algengruppen
korrelieren lassen. In diesem Zusammenhang sind innerhalb der Abteilung Heterokontophyta auch
eine Reihe von erst in jingerer Zeit neu beschriebenen Algenklassen zu untersuchen, die neben Fx
ebenfalls Ddx und damit vermutlich auch den DT-Zyklus besitzen. Hierzu zéhlen die Bolidophyceae,
Dictyochophyceae, Pedinellophyceae, Pelagophyceae und Phaeothamniophyceae (Vesk und Jeffrey
1987, Andersen et al. 1993, Saunders et al. 1995, Bailey et al. 1998, Guillou et al. 1999). Dabei ist
unter anderem zu Uberpriifen, ob in diesen Algengruppen Vx ebenfalls ein Intermediat der Biosynthese
von Ddx und Fx darstellt und sich entsprechend durch Starklichtinkubation auch die Pigmente des
VAZ-Zyklus akkumulieren lassen.
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IV Ausblick

Die in den vorangegangenen Kapiteln vorgestellten Ergebnisse eréffnen eine Reihe interessanter
Untersuchungsmaoglichkeiten. Zum einen wirde sich ein weiteres Studium der Xanthophyllzyklen in
P. tricornutum anbieten, wobei vordringlich zu kl&ren wére, ob die Epoxidase in P. tricornutum auch
im Starklicht aktiv ist. Hierzu kénnten Hemmstoffversuche unter Verwendung von Deepoxidase- und
Epoxidase-Inhibitoren durchgefiihrt werden, um zu kléaren, ob der Deepoxidierungsgrad der beiden

Xanthophyllzyklus-Pools tatséchlich Uber das Zusammenspiel dieser beiden Enzyme reguliert wird.

Speziell die Deepoxidase-Reaktion kdnnte an Zellhomogenaten der Algen weiter untersucht werden,
da sich hier exogene Xanthophylle als Substrate zusetzen lassen. Erste vielversprechende Arbeiten
sind bereits an einem in-vitro-System von P. tricornutum durchgefiihrt worden (Jakob, Wilhelm und
Goss, personliche Mitteilung). Mit Hilfe dieses Systems sollte sich kldren lassen, ob die in
P. tricornutum-Zellen beobachteten Unterschiede der Deepoxidierungsraten von Vx, Ax, Ddx und
CXE tatsachlich von einer unterschiedlichen Affinitét der Deepoxidase zu diesen Substraten herrihren.
Ebenso kann die Substratspezifitét der Deepoxidase hinsichtlich der weiteren in P. tricornutum detek-

tierten Epoxy-Xanthophylle Fx, Dinoxanthin und Neoxanthin untersucht werden.

Weiterhin wére eine genaue Quantifizierung der Lichtenergieverwertung in den Turbidostatkulturen
von P. tricornutum im Anschlul3 an die Starklichtphase sinnvoll, um die im Rahmen dieser Arbeit
vorgestellten Uberlegungen zur moglichen Bedeutung des Xanthophyll-Recyclings fur die Ressour-
cenoptimierung der Algen zu Uberprifen. Dies konnte durch paralledle Messungen von
Fluoreszenzquantenausbeute, Sauerstoffentwicklung und Pigmentsynthese der Algen erfolgen. In
diesem Rahmen konnten auch weitere Experimente zur Korrelation zwischen der Konzentration an

Dtx bzw. Zx und dem Ausmal’3 des NPQ in P. tricornutum durchgeftihrt werden.

Schliefllich bietet sich an, die kinetischen Untersuchungen, die an P. tricornutum vorgenommen
wurden, auch auf andere Chl a/c-haltige Algen auszudehnen. Ausgehend von den Ergebnissen in
Kap. 3 stellen die Xanthophycee Mischococcus sphaerocephalus und der Dinoflagellat Amphidinium
carterae interessante Untersuchungsobjekte dar. Kinetische Studien der Xanthophyllumwandlungen in
diesen beiden Algen koénnten einen wichtigen Beitrag zur Validierung des in Kap. 3.3.1 postulierten
Biosyntheseschemas der Xanthophylle in Chromophyten liefern. Insbesondere M. sphaerocephalus
waére auch fur die Turbidostatanzucht geeignet, um so die Daten erfassen zu kénnen, die fir einen
Vergleich der experimentell bestimmten Kinetiken mit modellierten Syntheseraten erforderlich sind.
Auch eine Griinalge bote sich als Untersuchungsobjekt an, um der Frage nach den Ursachen fir die
Diskrepanzen weiter nachzugehen, die im Fall von P. tricornutum bei der Biosynthese von Vx Uber

das Intermediat Zx zwischen modellierten und gemessenen Kinetiken festgestellt wurden.
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Langerfristig ergeben sich interessante Perspektiven durch Untersuchungen auf der Genebene. Hier
wére zunéchst eine Sequenzierung der Deepoxidase- und Epoxidase-Gene von mdglichst vielen
Vertretern der verschiedenen Familien der Chl alc-haltigen Algen anzustreben. Anhand dieser
Sequenzen lieffen sich sowohl die Evolution a's auch funktionelle Modifikationen der Xanthophyll-
zyklusenzyme aus den verschiedenen Algengruppen erforschen. In diesem Zusammenhang wére
ferner zu prufen, ob sich auch aus Rotalgen Gensequenzen mit Homologie zu den Sequenzen der
Xanthophyllzyklusenzyme von Chl a/c-haltigen Algen isolieren lassen. Besonders geeignet wéren hier

Rotalgenarten, die nachweidlich Uber einen aktiven Xanthophyllzyklus verfiigen.

Fir ein vergleichendes Studium der Funktion und der Bedeutung von DT- und VAZ-Zyklus wéren,
wie bereits in Kap. 3.3.2 diskutiert wurde, Pigmentmutanten am besten geeignet. Sofern sich
beispielsweise von einem Haptophyten Mutanten gewinnen lief3en, die nicht mehr in der Lage sind,
aus Vx das acetylenische Xanthophyll Ddx zu synthetisieren, kénnten diese Mutanten zur Klarung
einer Reihe interessanter Fragen beitragen. So lief3e sich untersuchen, ob in Algen, die normalerweise
nur den DT-Zyklus aufweisen, auch der VAZ-Zyklus eine Verstéarkung des NPQ bewirkt und ob der
DT-Zyklus den Algen im Vergleich zum VAZ-Zyklus tatsachlich spezifische Vorteile bietet. Aulier-
dem sollte sich bereits am Pigmentmuster dieser Mutanten erkennen lassen, ob Ddx ein

obligatorisches Intermediat bei der Biosynthese von Fx darstellt.

Sobald die entsprechenden Techniken zur Herstellung und Isolierung von Pigmentmutanten etabliert
waéren, kénnte auch eine Identifikation der weiteren an der Synthese von Fx beteiligten Enzyme ange-
strebt werden. Einmal isolierte und charakterisierte Gensequenzen lief3en sich verwenden, um nach
homologen Sequenzen in anderen Chl a/c-haltigen Algen zu suchen und auf diese Weise den Verlauf
der Biosynthesewege in Chl alc-haltigen Algen weiter zu kldren. Von Interesse wére hier beispies
weise, ob sich die Fahigkeit zur Synthese acetylenischer Carotinoide in Algen nur einmal oder
mehrfach herausgebildet hat. Schliefflich kénnten funktionelle Studien an den identifizierten Enzymen
zur Beantwortung der Frage beitragen, wie die Synthese des jeweiligen Lichtsammel xanthophylls mit

der Synthese von Chl aund den LHC-Apoproteinen koordiniert wird.
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V Zusammenfassung

Die Gruppe der Chl a/c-haltigen Algen (syn. Chromophyta) umfal3 die Abteilungen Heterokonto-
phyta, Haptophyta, Dinophyta und Cryptophyta. Dino- und Haptophyta sowie die zu den
Heterokontophyta zéhlenden Kieselalgen (syn. Diatomeen; Klasse Bacillariophyceae) stellen die
wichtigsten marinen Priméarproduzenten dar. In den meisten Chl a/c-haltigen Algen leisten die Caroti-
noide einen wesentlich stérkeren Beitrag zur Lichtsammlung as in den Chl a/lb-haltigen Hoheren
Pflanzen. Hierfir sind in erster Linie die Xanthophylle Peridinin in Dinophyta und Fucoxanthin in
Haptophyta, Diatomeen und weiteren Klassen der Heterokontophyta verantwortlich. Neben den Licht-
sammelxanthophyllen finden sich weitere Xanthophylle, die an einem Schutzmechanismus beteiligt
sind, den die Algen bei einem Uberangebot an Lichtenergie aktivieren. Ein Teil der Chromophyta
verfugt hierzu Uber den auch bei Hoheren Pflanzen anzutreffenden Violaxanthin/Anthera-
xanthin/Zeaxanthin-(VAZ-)Zyklus. In anderen Gruppen wie den Dinoflagellaten und den Kieselalgen
ist statt dessen der Diadinoxanthin/Diatoxanthin-(DT-)Zyklus zu finden. Beim VAZ-Zyklus wird das
unter Lichtlimitierung vorliegende Diepoxid Violaxanthin (Vx) im Starklicht tUber Antheraxanthin
(Ax) zum photoprotektiven Zeaxanthin (Zx), im DT-Zyklus das Monoepoxid Diadinoxanthin (Ddx) zu
Diatoxanthin (Dtx) deepoxidiert. Bei erneuter Lichtlimitierung findet die jeweilige Rickreaktion statt.

In der vorliegenden Arbeit wird zunachst fir schwachlichtadaptierte Turbidostatkulturen der
Kieselalge Phaeodactylum tricornutum gezeigt, dald sie unter mehrstiindiger Starklichtinkubation
neben den Pigmenten des DT-Zyklus auch die Xanthophylle des VAZ-Zyklus akkumulieren. Nach
sechs Stunden Starklicht 1813 sich in P. tricornutum auf3erdem ein dritter Xanthophyllzyklus nachwei-
sen, der von b-Cryptoxanthin (Cx) und b-Cryptoxanthin-Epoxid (CxE) gebildet wird, doch liegen
diese beiden Pigmente nur in sehr geringen Konzentrationen vor. Die Identitét der erstmals in einer
Diatomee identifizierten Pigmente des VAZ- und des CE-Zyklus wird durch einen Vergleich ihrer
chromatographischen und spektroskopischen Eigenschaften mit Referenzpigmenten aus Spinat bzw.
Papayafrichten zweifelsfrei bestétigt. Fur die Starklichtakkumulation von Zx und Cx sind eine hohe
Deepoxidase-Aktivitdt und die de-novo-Synthese von Carotinoiden erforderlich. Zx wird im
anschlieffenden Schwachlicht zu Vx epoxidiert, welches wiederum zur Synthese von Ddx dient. Bei
Hemmung der Carotinoidbiosynthese in P. tricornutum durch Norflurazon zeigt sich ferner, dal3 aus
Ddx Fucoxanthin (Fx) synthetisiert wird. Das Lichtsammelxanthophyll Fx wird in P. tricornutum also
sequentiell Uber die Xanthophyllzykluspigmente Vx und Ddx gebildet. Somit liegt erstmals ein
experimenteller Beleg fur die bereits mehrfach postulierte Hypothese vor, dal3 das Epoxy-Xanthophyl|
Vx die Ausgangsverbindung fur die Synthese von Xanthophyllen mit allenischer Gruppe wie Fx und
solchen mit acetylenischer Gruppe wie Ddx und Dtx darstellt.

Im zweiten Teil der Arbeit werden in P. tricornutum die Kinetiken der Deepoxidierungs- und der
Epoxidierungsreaktionen der drei Xanthophyllzyklen sowie die Kinetiken der Umwandlungen von Vx
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zu Ddx und von Ddx zu Fx analysiert. Die Ratenkonstanten der Epoxidierung von Dtx, Zx, und Ax
unterscheiden sich kaum, lediglich Cx wird merklich langsamer epoxidiert. Dagegen ist die
Deepoxidierungsrate von Ddx viermal hoher als die von Vx und CxE, und Ax wird sogar zehnmal
schneller deepoxidiert. Das Verhdltnis der Deepoxidierungsraten von Ddx und Vx bleibt auch bei
zunehmender Deepoxidase-Aktivitét konstant, was daflr spricht, dal3 beide Substrate vom gleichen
Enzym deepoxidiert werden, welches fir Ddx eine hohere Affinitét aufweist als fur Vx. Die Raten-
konstanten der Umwandlungsschritte von Vx zu Ddx und von Ddx zu Fx schliefdlich liegen um eine
Zehnerpotenz unter denen der Epoxidierungsreaktionen. Auf Grundlage der experimentell ermittelten
Biosynthesewege wird ein kinetisches Modell entwickelt, mit dessen Hilfe sich anhand der Wachs-
tumsrate und der steady-state-Pigmentkonzentrationen der Turbidostatkultur von P. tricornutum fir
jeden Umwandlungsschritt eine theoretische Ratenkonstante berechnen |at. Der Vergleich der
theoretischen Ratenkonstanten mit den gemessenen Kinetiken zeigt eine gute Ubereinstimmung fiir
die sequentielle Umwandlung von Vx Uber Ddx zu Fx. Die gemessene Rate der Zx-Epoxidierung liegt
jedoch um zwel Zehnerpotenzen unter der theoretisch zu fordernden Rate. Méglicherweise stellt also
Zx kein obligatorisches Intermediat bei der Vx-Synthese dar. Statt dessen konnte CxE eine Rolle bei

der Synthese von Vx aus b-Carotin spielen.

Schlieflich wird der Zusammenhang zwischen den Xanthophyllzyklen und der Xanthophyll-
biosynthese fir weitere Vertreter der Chl a/c-haltigen Algen naher untersucht. Die Heterokontophyten
Cyclotella meneghiniana (Bacillariophyceae), Pleurochloris meiringensis und Mischococcus
sphaerocephalus (beide Xanthophyceage), die Haptophyten Pavliova lutheri und Prymnesium parvum
sowie der Dinoflagellat Amphidinium carterae, die ale tber den DT-Zyklus verfigen, konnen unter
Starklicht auch die Pigmente des VAZ-Zyklus akkumulieren. In den Heterokontophyten Olisthodiscus
luteus (Raphidophyceae), Ochromonas danica (Chrysophyceae) und Nannochloropsis salina
(Eustigmatophyceae), die den VAZ-Zyklus aufweisen, treten die Pigmente des DT-Zyklus dagegen
nicht auf. Die Biosynthese von Fx erfolgt generell Uber Vx und in Algen mit DT-Zyklus weiter Uber
Ddx, wie Untersuchungen an C. meneghiniana, P. parvum, O. luteus und O. danica zeigen. FUr
Peridinin in A. carterae und das Lichtsasmmelxanthophyll Vaucheriaxanthin in M. sphaerocephalus
bzw. N. salina 183 sich nur die Bildung aus Vx belegen, Ddx scheint weder in A. carterae noch in
M. sphaerocephalus beteiligt. Von dieser Einschrankung abgesehen, werden in allen untersuchten
Algen die unter Starklicht akkumulierten Xanthophyllzykluspigmente im nachfolgenden Schwachlicht
zur Synthese des jeweiligen Lichtsammelxanthophylls genutzt. Unter energetischen Gesichtspunkten
stellt dieses Pigment-Recycling insbesondere fur die Fx-haltigen Algen einen Vorteil dar, da ihre
Lichtsammelkomplexe im Vergleich zu denen der Hoheren Pflanzen etwa die doppelte Anzahl an
Xanthophyllen binden.
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ANHANG A-1

VIl Anhang
A Verwendete Medien und deren Stammldsungen

A.l ASP/m-Medium (basierend auf ASP-Medium von Provasoli et al. 1957, modifiziert)

Stammldsung Nahrlésung Endkonzentration
[g Einwaage/100 mL ] in der Nahrldsung
NaCl - 59 86,0 MM
H,O - 940 mL
TRIS (SIGMA) 5 10mL 8,0 mM
KCl 16 10mL 21,0 mM
MgSO, x 7 H,O 20 10mL 8,1 mM
NaNOs 10 10mL 11,8 mM
K,HPO, 1 10mL 0,58 mM
H3BOs 1 1mL 0,16 mM

Vor Zugabe der weiteren Stammlésungen Einstellung des Mediums auf pH 7,7 mit konz. H,SO,

CaCl, x 2 H,0O 4 10mL 2,72 mM
Eisen-(I11)-Lsg. Siehe A.7 1mL
Spurenelement-Lsg. A Siehe A.8 1mL

A.2 AXEN-Medium (nach Barker 1935, Test auf Bakterienkontamination von P. tricornutum)

N&hrldésung
Glucose x H,O - 229
Standard 11-Nahrbouillon - 49
ASP/m-Medium Siehe A.1 1000 mL

A.3 ASW-Medium (nach CCAP Catalogue of Strains 1995, The Culture Collection of Algae
and Protozoa, http://www.ife.ac.uk/ccap/, modifiziert)

Stammldsung Nahrldsung
[g Einwaage/100 mL]
Seesalz - 67,29
Tricin (SERVA) - 109
H,O - 1940 mL
Extra-Stammldsung Siehe A.12 7,5 mL
Erdabkochung Siehe A.13 50 mL

Nach dem Autoklavieren erfolgte Zugabe von 2 mL Vitaminldsung A unter sterilen Bedingungen.
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A.4  Cryptomonas-Medium (Desmidiaceenmedium nach Schlgsser 1994, leicht modifiziert)

Stammlésung Nahrldsung Endkonzentration
[g Einwaage/100 mL ] in der Nahrldsung
H.O 1860 mL
KNO; 1,0 20 mL 0,99 mM
(NHy),HPO, 0,2 10 mL 0,08 mM
MgSO, x 7 H,O 0,1 20 mL 0,04 mM
CaSsO, Gesdttigte Losung 20 mL
Erdabkochung Siehe A.13 40 mL
Torfextrakt Siehe A.13 20 mL
H3:BO; 0,01 2mL 1,6 uM
Eisen-(111)-Lsg. Siehe A.7 2mL
Spurenelement-Lsg. A Siehe A.8 2mL

Nach dem Autoklavieren erfolgte Zugabe von 2 mL Vitaminldsung A unter sterilen Bedingungen.

A5 Euglena-Medium  (Wiessner 1968)

Stammlésung Nahrldsung Endkonzentration
[g Einwaage/100 mL ] in der Nahrldsung
NH,CI 24,6 10 mL 23,0 mM
K,HPO, 1,56 10 mL 0,45 mM
MgSO, x 7 H,O 4,94 10 mL 1,01mM
CaCl, x 2H,0 0,30 10 mL 0,10 mM
autotroph: NaCl - 1g 8,6 MM
mixotroph: Na-Acetat 40,8 125mL 31 mM
H3:BO; 0,01 2mL 1,6 M
Eisen-(111)-Lsg. Siehe A.7 4 mL
Spurenelement-Lsg. A Siehe A.8 2mL
H.,O - 1940 mL

Nach dem Autoklavieren erfolgte Zugabe von 2 mL Vitaminldsung A unter sterilen Bedingungen.

A.6  Ochromonas-Medium (Schltsser 1994)

Nahrldsung
Glucose x H,0O 2,29
Bacto-Trypton (DIFCO) 209
L eberkonzentrat (NF #XI| Powder, ICN) 2049
Hefeextrakt (DIFCO) 209
H,O 2000 mL
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A.7 Eisen-(I11)-Lésung (nach Provasoli et al. 1957, modifiziert)

Titriplex 111 465 mg
FeCl; x 6 H,O 330 mg
H20 100 mL

A.8 Spurenelement-Losung A (nach Provasoli et al. 1957, modifiziert)

Titriplex 111 3000 mg
MnCl, x 4 H,O 405 mg
ZnCl, 30 mg
Spurenelement-Lsg. B (A.9) 5mL

Auf pH 5,5 einstellen mit NaOH

A.9 Spurenelement-L6sung B (nach Provasoli et al. 1957, modifiziert)

COCI2 X 6 HZO 48 mg
NaMoO, x 2 H,O 24 mg
CUCI2 x 2 HZO 12 mg
H,O 200 mL

A.10 Vitamin-LésungA (nach Provasoli et al. 1957, modifiziert)

Ca-D(+)-Pantothenat 5mg
Nicotinsdure 5mg
Thiaminchloridhydrochlorid 25mg
Cyanocobaamin (SERVA) 1,5mg
4-Aminobenzoesaure 8mg
Thymin 150 mg
Meso-Inositol (SERVA) 250 mg
H,O 99 mL
Vitamin-LOsung B (A.11) 1mL

Die Lésung wurde in Portionen von 4 mL bei —20° C gelagert, bei Bedarf frisch aufgetaut und tber
Cellul oseacetat-Membranfilter mit 0,2 um Porenweite (SARTORIUS, Gottingen) steril filtriert.

A.11 Vitamin-Lésung B (nach Provasoli et al. 1957, modifiziert)

D(+)-Biotin 5mg
Folsiure 1mg
H.O 10 mL
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A.12 Extra-Stammlésung  (nach CCAP Catalogue of Strains 1995, The Culture Collection of
Algae and Protozoa, http://www.ife.ac.uk/ccap/, modifiziert)

NaNO; 159
Na,HPO, 0649
K>HPO, 059
H,O 500 mL

A.13 Erd- bzw. Torfabkochung  (Schldsser 1994)

Zur Herstellung der Erd- bzw. Torfabkochung wurden etwa 2 L ungediingte Gartenerde bzw. Torf in
einem ca. 6L fassenden Topf mit entionisiertem Wasser bis zu einem Uberstand des Wassers von
5cm versetzt und unter gelegentlichem Ruhren fir 1 h gekocht. Nach 24 h wurde die einstindige
Abkochung wiederholt. Der resultierende Sud wurde anschlief3end durch mehrere Lagen Mull filtriert,
dann fur 10 min bei 5000%g zentrifugiert und schliefflich Gber einen Faltenfilter in autoklavierbare
Glasflaschen gefillt und bei 125 °C fur 20 min autoklaviert. Die Lésungen wurden anschlief3end im
Kuhlschrank gelagert.
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B Chl a-Eichung der HPL C-Anlage

Ausgangsmaterial: 10 Proben aus einer P. tricornutum-Kultur
(je 10 mL Algensuspension auf einen Filter abgesaugt und gefriergetrocknet)

Fir die spektralphotometrischen Messungen wurden fUnf Filterproben in jeweils 5 mL 90%igem
Aceton aufgeschlossen (Material und Methoden, Kap. 2.3). Die Ergebnisse der Chl a-Bestimmung
dieser Proben sind in Tab. B1 aufgefiihrt. Die verbliebenen funf Proben wurden mittels HPLC analy-
siert. Die Chl a-Kalibrierung erfolgte bei drei Wellenlangen, und zwar bei 385 nm (Schulter im
Absorptionsspektrum von Chl &), 430 nm (Maximum der Soret-Bande) und 615 nm (Nebenmaximum
der Rotabsorption). In spateren Messungen wurde Chl ajeweils bei derjenigen Wellenlange quantifi-
ziert, bei der die Hohe des Chl a-Peaks im Chromatogramm noch unterhalb einer Extinktion von 1,0
blieb (oberhalb dieser Extinktion wird der lineare Detektormef3bereich verlassen). Auf diese Weise
war es moglich, auch in héher konzentrierten Pigmentextrakten eine zuverldssige Quantifizierung von
Chl a vorzunehmen. Beispielhaft sind in Tab. B1 die Detektor-Flachenintegrale fir Chl a bei 385 nm
aufgefiinrt.

Tab.B.1
Photometrie HPLC

Probe Nr. Chla[mg-L™] Probe Nr. Chl a-Area [385 nm]

1 6,678 2 7967808

3 6,570 4 7897535

5 6,587 6 7956265

7 6,569 8 8027027

9 6,620 10 8018329

Mittelwert 6,605 Mittelwert 7973393
Std.abw. 0,046 (0,7%) Std.abw. 52380 (0,7%)

Aus dem Mittelwert der photometrischen Chl a-Bestimmung lief3 sich berechnen, dal3 bei den HPLC-
Messungen jeweils eine Menge von 2,00151 pg Chl a injiziert wurde. Mit dieser Angabe und dem
Mittelwert in Tab. B1 berechnete sich das Flachensignal des Detektors pro pug Chl a [Arealjg
Pigment] bei 385 nm zu 3983686 (vgl. Material und Methoden, Tab. 2.4).
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C Herleitung von Formeln
C.1 Gleichung3.7. Ddx (t) = DdX (to) - (1 — kpt/(kprtk) - (L —exp(-t - (Kprtkp))))

Die zeitabhéngigen Umwandlungen der Pigmente im kinetischen Modell

Kor

kTD

Ddx Dtx

lassen sich nach Laidler (1970) durch die folgende Gleichung beschreiben:

DtXG/ Ddx (to) -In (DtXG / (DtXG —Dtx (t) )) =Kpr-t (1)
mit Ddx (t;) = Ddx-Menge zu Beginn der Starklichtinkubation,
Dtxe = Dtx-Mengein Reaktionsgleichgewicht (steady state),
Dtx () = Dtx-Mengezum Zeitpunkt t.

Im Gleichgewichtszustand (steady state) gilt:

DtXG/ DdXG = kDT/ kTD (2)

Unter der Annahme, dal3 zu Beginn der Reaktion nur Ddx vorliegt (Dtx (tp) = 0), gilt ferner:

DdXG = Ddx (to) —Dtxg (3)
bzw.:
Ddlx (t) = Dax (t,) — Dix (1) @)

Wird DdX ¢ in Gl. (2) durch Gl. (3) ersetzt und Gl. (2) anschlief3end nach Dtx ¢ aufgel 6st, ergibt sich:

Dtxg = DdX (to) - kpr/ (Kpr + Kp) ©)

Wird Dtxg in Gl. (1) durch Gl. (5) ersetzt und Gl. (1) anschlie3end nach Dtx (t) aufgel 6st, resultiert:

Dtx (t) = DdX (to) - kot / (Kot + K1) - (1-exp(-t - (Kot + K1p))) (6)

Schliefllich erhdlt man Gl. 3.7, indem Dtx (1) in Gl. (4) durch GI. (6) ersetzt wird.
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C.2 Gleichung3.12: Vxg[%] = (Kza - Kav) / (Kaz - Kva + Kza - Kya + Kza - Kay) - 100

Im kinetischen Modéll

sind im steady state die Pigmentkonzentrationen mit den Ratenkonstanten wie folgt verknpft:

VXG/AXG:(kAvlkVA) ,aISOAXGZVXG '(kVA/kAV) (1)

AXG/ZXG=(kZA/kAz),a|$AXG=ZXG(kZA/kAz) (2)

Wird Axg in Gl. (1) durch Gl. (2) ersetzt, resultiert:

ZXg - (Kzal Kaz) = VXg - (Kva/ kav) 3

Unter der Annahme, dal3 zu Beginn der Reaktion nur Vx vorliegt (Ax (to) = Zx (to) = 0), gilt ferner:

VX + AXg + ZXg = VX (to) 4

Wird Axg in Gl. (4) durch Gl. (1) ersetzt und Gl. (4) dann nach Zx ¢ aufgel 6st, ergibt sich:

ZX s = VX (to) = VXg - ((Kav + kva) / Kav) ©)

Nun kann Zx ¢ in Gl. 3 durch Gl. 5 ersetzt werden, und Auflésen von Gl. 3 nach Vx liefert:

VXe = VX (to) - ((Kza - Kav) / (Kaz - Kva + Kza - Kya + Kza - Kav) (6)

Der im steady state verbleibende Prozentanteil von Vx (VX ¢ [%]) bezogen auf den Ausgangsgehalt
VX (tp) berechnet sich schliefdlich als:

VX [%] = VX VX (o) - 100 (7)

Gl. 3.12 resultiert, indem VX in Gl. (7) durch Gl. (6) ersetzt wird.
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