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1. Einleitung

Solare Strahlungsenergie, die bei der Photosynthese Voraussetzung fiir die Umwandlung in
chemische Energie ist, kann fiir die Pflanzen auch schédlich sein. Der photosynthetische Ap-
parat kann in seiner Funktion beeintrachtigt oder sogar zerstort werden.

Es wurde beobachtet, dafs eine unterschiedliche Resistenz gegeniiber hohen Lichtintensita-
ten auch auf einer unterschiedlichen Stickstofferndhrung der Pflanzen mit Nitrat oder Am-
monium beruht (Magalhaes und Wilcox, 1983). So sind nitraterndhrte Pflanzen resistenter
gegeniiber Lichtstrefs als ammoniumerndhrte. Nitrat hat jedoch den Nachteil, dafs es als Diin-
ger leichter aus den Boden ausgewaschen wird.

Viele Untersuchungen befafsten sich bereits damit, die Ursachen der stickstoffbedingten
Lichtstrefiresistenz zu bestimmen. Auch ein gemeinsames DFG-Projekt der Kieler Arbeits-
gruppe fiir Biophysik und des Instituts fiir Pflanzenerndhrung hat diese Fragestellung als
Schwerpunkt.

Bei Lichtstrefluntersuchungen konzentrierte sich das Interesse stets auf Photosystem II und
die Reaktionen innerhalb des Chloroplasten. Der Grund dafiir ist zum einen, dafs PS II mit
dem empfindlichen D1-Protein von Lichtstrefs unmittelbar betroffen ist (Andersson et al.,
1992; Barber und Andersson, 1991; Baroli und Melis, 1996). Es wurde vermutet, dafs diese
Schiadigung sowie der damit verbundene Reparaturzyklus in nitrat- und ammoniumernéhr-
ten Pflanzen unterschiedlich stark ausgepragt ist.

Eine andere, ergdnzende Vermutung liegt in der Tatsache, daf$ Nitrat und Ammonium an
verschiedenen Stellen der Pflanzen assimiliert werden: Ammonium in der Wurzel, Nitrat
hauptsdchlich in den Blédttern (Marschner, 1995; Heldt, 1999). Daher steht bei den nitrater-
ndhrten Pflanzen mit der Nitratassimilation ein zusitzlicher PS I-Elektronenakzeptor zur
Verfiigung. Eine Hypothese war, daff die Abnahme von Elektronen an PS I bei nitrater-
ndhrten Pflanzen eine Entlastung und damit eine Schutzfunktion fiir die Pflanzen bei hohen
Lichtintensitaten bedeutet (Vanselow, 1993).

In diesem Zusammenhang spielte auch die Mehler-Reaktion eine grofse Rolle, die ebenfalls
einen Akzeptor fiir Elektronen an PS I darstellt. Bei dieser Reaktion werden jedoch Elektro-
nen direkt auf Sauerstoff {ibertragen, was zur Bildung von fiir die Zelle schddlichen Sauer-
stoffradikalen fiihrt (Asada und Takahashi, 1987; Schreiber und Neubauer, 1990; Hormann
et al.; 1993). Eine Arbeitshypothese wahrend des Projekts bestand darin, dafd die ammoni-
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umerndhrten Pflanzen statt der fehlenden Stickstoffassimilation in den Chloroplasten ver-
starkt die Mehler-Reaktion als Elektronenakzeptor nutzen.

Diese Vermutung wurde durch biochemische Untersuchungen der Lipidperoxidation und
der Enzyme, die in die Entgiftungsreaktionen von Sauerstoffradikalen involviert sind,
scheinbar gestiitzt. Bei ammoniumerndhrten Pflanzen trat eine hohere Lipidperoxidation so-
wie eine erhohte Aktivitdt der Sauerstoffradikal-fangenden Enzyme auf (Zhu et al., 2000).
Erste Zweifel an oben skizziertem Bild ergaben sich durch die Messungen von Bendixen
(1998). Er untersuchte die Schadigung von PS II, die sogenannte Photoinhibition, sowie den
damit verbundenen Reparaturzyklus, der mit der Bildung von Zeaxanthin verbunden ist.
Obwohl die nitraterndhrten Pflanzen eine deutlich hohere Zeaxanthin-Bildung zeigten und
damit eine hohere Aktivitdt des Reparaturzyklus vermuten lieflen, zeigten sich in der Pho-
toinhibition keine stickstoffspezifischen Unterschiede.

Die Ursache fiir die erniedrigte Zeaxanthin-Bildung in ammoniumernéhrten Pflanzen fand
Bendixen im Ascorbat-Mangel, der wahrscheinlich auf eine hohere Aktivitiat der radikalfan-
genden Mechanismen zurtickzufiihren ist. Da sich aber kein Unterschied in der Photoinhibi-
tion zeigte, miissen die ammoniumernéhrten Pflanzen einen anderen Weg gefunden haben,
mit hohen Lichtintensitdten umzugehen. Der niedrigere Zeaxanthingehalt erwies sich also
als Sekundareffekt. Die Ursachen waren woanders als in Photosystem II zu suchen.

Diese Hypothese wurde gestiitzt durch die Messungen in der vorangegangenen Diplom-
arbeit (Schinner, 1997). Hier entstand die Vermutung, dafs es bei nitrat- und ammoniumer-
ndhrten Pflanzen unterschiedliche Préaferenzen fiir Elektronenakzeptoren an PS I gibt. Als
Hauptakzeptor fiir die Abnahme von Elektronen aus der photosynthetischen Elektronen-
transportkette steht an erster Stelle der Calvin-Zyklus zur Assimilation von COs. Der zweit-
wichtigste Elektronenakzeptor ist bereits die Stickstoffassimilation. Als weitere Akzeptoren
wurden die bereits erwdhnte Mehler-Reaktion, der zyklische Transport um PS I sowie der
Export aus dem Chloroplasten in die anderen Kompartimente der Zelle in Betracht gezogen.
Diesem Export sowie den Interaktionen der verschiedenen Kompartimente wurde in der
Forschung lange keine grofie Bedeutung beigemessen. Es herrschte die Meinung vor, daf3
die Chloroplasten im Hellen “arbeiten”, wahrend die Mitochondrien im Dunkeln das fiir die
Zelle notwendige ATP bereitstellen.

Wihrend in der vorangegangenen Diplomarbeit ein Grofsteil der Akzeptoren noch in den
Chloroplasten vermutet wurde, ergab sich in der vorliegenden Arbeit eine starke Verschie-
bung der Prozesse aus den Chloroplasten hinaus, besonders in die Mitochondrien. Damit
wird diese Arbeit Teil der neuen Richtung in der Photosyntheseforschung, dafl Photosynthe-
se nicht mehr isoliert, sondern nur noch im Wechselspiel mit dem Cytosol, den Peroxisomen
und den Mitochondrien betrachtet werden darf (Backhausen et al., 1994; Raghavendra et
al., 1994; Gardestrom und Lernmark, 1995; Kromer, 1995; Noctor und Foyer, 1998; Padmas-
ree und Raghavendra, 1999). Dieses neue Konzept liefert, unterstiitzt durch die Messungen
dieser Arbeit, erstmals eine Hypothese, die alle bekannten experimentellen Ergebnisse zu




einer Erklarung der unterschiedlichen Radikalentstehung bei nitrat- und ammoniumernahr-

ten Pflanzen zusammenfassen kann.




2. Stoffwechselaufgaben der
Zellkompartimente

In der vorliegenden Arbeit geht es darum, herauszufinden, warum ammoniumerndhrte
Pflanzen Stoffwechselwege benutzen, die ein hoheres Schadigungspotential als die von ni-
traterndhrten Pflanzen haben. Es wird vermutet, dafs die Ursache im Wechselspiel der ver-
schiedenen Bestandteilen einer pflanzlichen Zelle, den Zellkompartimenten, liegt. Deshalb
werden in den folgenden Abschnitten die einzelnen Kompartimente und ihre Funktionen
als Ubersicht vorgestellt. Fiir die Arbeit wichtige Details werden zusammen mit den Ergeb-
nissen besprochen.

2.1. Aufbau einer Pflanzenzelle

Abbildung 2.1 zeigt die schematische Darstellung einer Pflanzenzelle. Die Zelle ist von einer
Zellwand und einer Plasmamembran umgeben, die auch als Plasmalemma bezeichnet wird.
Im Innern enthélt die Zelle verschiedene charakteristisch geformte Organellen, durch die
die Zelle in verschiedene Raume (subzelluldire Kompartimente) unterteilt wird. Jeder dieser
Rdume ist auf bestimmte Aufgaben des Stoffwechsels spezialisiert.

Die grofite Organelle ist die Vakuole, die etwa 80 % des gesamten Zellvolumens einnimmt.
Ihre Aufgabe ist die Aufrechterhaltung des Zellturgors. Auflerdem dient sie als Speicher und
“ Abfalldeponie”.

Das néchstgrofiere Kompartiment wird durch die Chloroplasten gebildet. Den Rest der Zelle
teilen sich die Mitochondrien, Peroxisomen, der Zellkern, das endoplasmatische Reticulum
(ER) und der Golgi-Apparat. Das Zellplasma aufierhalb dieser Organellen wird als Cytosol
bezeichnet.

Jede Zelle innerhalb eines pflanzlichen Gewebes oder eines Zellverbandes ist mit ihrer Nach-
barzelle tiber Plasmodesmen verbunden (Robard und Lucas, 1990). Sie verbinden das Cy-
toplasma einer Zelle mit dem der benachbarten Zelle und bewerkstelligen den Stoffaus-
tausch. Der so entstandene cytoplasmatische Verbund innerhalb einer Pflanze wird Sym-
plast genannt und dem Apoplasten, mit dem der gesamte extrazellulire Raum innerhalb
eines pflanzlichen Gewebes umschrieben wird, gegeniibergestellt. Fiir diese Arbeit sind be-
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Abbildung 2.1.: Schematische Darstellung einer Pflanzenzelle (Heldt, 1999).

sonders die vier Kompartimente Chloroplasten, Mitochondrien, Peroxisomen und Cytosol
von Bedeutung. Sie werden deshalb in den nédchsten Abschnitten ausfiihrlich besprochen.

2.2. Chloroplasten

In den Chloroplasten findet die Photosynthese statt. Die ellipsoiden Organellen mit einem
Volumen von ca. 40 um? sind von zwei Membranen umgeben. Im Inneren des Chloroplasten
befindet sich eine Doppellipidschicht, die als Thylakoidmembran bezeichnet wird. Da sie in
sich geschlossen ist, teilt sie den Chloroplasten in einen dufieren Bereich (Stroma) und einen
inneren Bereich (Lumen) auf. Die Lichtreaktion der Photosynthese wird von den Enzymen
der Thylakoidmembran katalysiert, die Dunkelreaktion findet im Stroma statt.

2.2.1. Photosysteme und Reparaturzyklus gegen Photoinhibition

Das zur Photosynthese notwendige Licht wird in den Photo- bzw. Antennensystemen PS I
und PS II absorbiert.

Die Antennenpigmente werden aus Chlorophyll-Molekiilen gebildet, die in der Lage sind,
Licht unterschiedlicher Wellenldngen zu absorbieren. Ein Photosystem besteht aus ca. 300
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Chlorophyllmolekiilen a (Chl a), weiteren Photorezeptormolekiilen (Chl b und Carotinoide)
und einem Reaktionszentrum (RZ), in dem lichtgetriebene Ladungstrennungen stattfinden.
Das Reaktionszentrummolekiil ist ein spezielles Chl a, das im Falle von PS I bei A =700 nm
(P700), im Falle von PS I bei A = 680 nm (P680), sein Absorptionsmaximum hat.

Die Antennenfldche wird durch den Light-Harvesting-Komplex (LHC) vergrofiert, der den
grofiten Teil des Lichts absorbiert und auf die beiden Photosysteme iibertrdgt. Der beweg-
liche Anteil dieses Antennenkomplexes ermdglicht eine Verdnderung der relativen Anten-
nengrofle von PS I und PS II. Dadurch kann die Pflanze in Abhédngigkeit von den jeweiligen
Rahmenbedingungen die Energietibertragung auf die beiden Photosysteme regeln und aus-
gleichen.

Wird die Pflanze hohen Lichtintensitdten ausgesetzt, kommt es zu einer Inaktivierung des
photosynthetischen Apparates. Diese lichtbedingte Zerstorung wird als Photoinhibition be-
zeichnet. Zur Zeit gehen alle Modelle davon aus, dafd der Ort der Photoinhibition im Photo-
system II liegt und zu einer Beeintrachtigung des Elektronentransportes fiihrt.

Als Schutzmechanismus gegen Lichtstrefs fungiert der Xanthophyllzyklus. Die zum Xantho-
phyllzyklus gehorenden drei Xanthophylle (Violaxanthin, Antheraxanthin und Zeaxanthin)
konnen ineinander umgewandelt werden und gehoren zur Gruppe der Carotinoide (siehe
Kapitel 4.1.1).

2.2.2. Elektronentransportkette und linearer Elektronentransport

Die Elektronentransportkette (ETC) beginnt nach Absorption eines Photons mit der An-
regung des Reaktionszentrums von PS II (Abbildung 2.2). Hier findet die Ladungstren-
nung statt, der Elektronenakzeptor Pheophytin wird reduziert. Das wasserspaltende Enzym
(WSE) spaltet in vier Schritten zwei Molekiile HoO aus dem Lumen in ein Molekiil Sauer-
stoff, vier Protonen und vier Elektronen.

An der ETC sind viele Komponenten beteiligt. In einer Reihe von Redoxreaktionen werden
die Elektronen von einem Reaktionspartner auf den anderen weitergegeben. Das reduzierte
Pheophytin reoxidiert durch die Weitergabe des Elektrons an den primdren Chinonakzeptor
Q4. Uber Zwischenschritte (u.a. den Plastoquinonpool (PQ) und PS I, Abbildung 2.2) wird
schliefilich Ferredoxin reduziert.

Der Transport von Elektronen iiber die Thylakoidmembran ist mit einem Transport von
Protonen tiber die Membran verbunden. Dies fiihrt zum Aufbau eines pH-Gradienten. Die
daraus resultierende freie Reaktionsenthalpie ermoglicht iiber eine inverse Protonenpumpe
(ATPase, Abbildung 2.2) die Synthese von ATP aus ADP und Phosphat (Mitchell, 1977; Witt,
1979).

Beim linearen Elektronentransport gibt das Ferredoxin seine Ladung an das Enzym
Ferredoxin-NADP-Reduktase ab, wodurch aus NADPT NADPH/H™ synthetisiert wird.
Das NADPH/H™" wird im Calvin-Zyklus (Abbildung 2.2) als Reduktionsmittel benétigt, um
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Abbildung 2.2.: Thylakoidmembran des Chloroplasten mit den beiden Photosystemen PS II und PS I sowie
der ATPase. Auflerdem dargestellt sind die verschiedenen PS I-Akzeptoren wie der Calvin-
Zyklus, die Photorespiration (P), die Mehler-Reaktion (M), der zyklische Elektronentransport
um PS 1 (Z), der Malat- und Triosephosphat(TP)-Export iiber die Envelope des Chloroplasten
und die Stickstoffassimilation mit Glutamat-Zyklus, Nitrat (NR)- und Nitritreduktase (NiR)
bei nitraternihrten Pflanzen.

durch die Reduktion von CO, unter Verbrauch von ATP Kohlenhydrate zu produzieren.
Aufler dem linearen Elektronentransport gibt es fiir die Elektronen weitere Moglichkeiten,

PS I zu verlassen. Diese werden im folgenden naher vorgestellt.




STOFFWECHSELAUFGABEN DER ZELLKOMPARTIMENTE

2.2.3. Zyklischer Elektronentransport

Beim zyklischen Elektronentransport (Z in Abbildung 2.2) werden Elektronen von PS I {iber
den Plastoquinonpool (PQ) wieder in die Elektronentransportkette gebracht (Heber et al.,
1982; Katona et al.,1992). Die physiologische Bedeutung dieses Prozesses in vivo ist umstrit-
ten. Es kann durch den damit verbundenen Transport von Protonen ins Lumen zusitzlich
ATP gebildet werden, ohne da8 dabei NADPH/H™ entsteht. Der zyklische Elektronentrans-
port kann durch Antimycin A inhibiert werden, da er von einem Cytochrom vermittelt wird
(Lawlor, 1990; Backhausen et al., 1994; Heber et al., 1995; Mano et al., 1995).

2.24. Pseudozyklischer Elektronentransport (Mehler-Reaktion)

Bei der Mehler-Reaktion (M in Abbildung 2.2) werden aus der Wasserspaltung stammen-
de Elektronen unter Bildung von Radikalen auf O, tibertragen (Hormann et al.; 1993). Der
Prozef3 besteht aus mehreren Einzelreaktionen (Asada und Takahashi, 1987; Schreiber und
Neubauer, 1990), in deren Verlauf unter Beteiligung der Superoxiddismutase (SOD) Wasser-
stoffperoxid (H2O3) entsteht. Dies ist ein Zellgift, das unter Beteiligung des Enzyms Ascor-
batperoxidase (APO) durch Ascorbat reduziert werden kann. Dabei wird gleichzeitig Mon-
odehydroascorbat (MDA) gebildet (siehe auch Abbildung 4.2).

Vereinfacht kann gesagt werden, daf8 die Mehler-Reaktion Elektronen aus der Wasserspal-
tung benotigt und damit zum Aufbau des pH-Gradienten beitragt, dafs sie selbst aber kein
ATP verbraucht. Stochiometrisch gesehen wird bei dieser Reaktion die Freisetzung von Oz-
Molekiilen im zeitlichen Mittel nicht sichtbar, da das bei der Wasserspaltung an PS II erzeug-
te Oy von der Mehler-Reaktion wieder verbraucht wird.

2.2.5. Stickstoffassimilation

Stickstoff wird von hoheren Pflanzen in Form von Nitrationen (NO3') oder Ammoniumio-
nen (NHJ) iiber die Wurzel aufgenommen. Die Proteinsyntheseprozesse verarbeiten aus-
schliefllich NH3, was bei Nitratdiingung eine Reduktion des Nitrats notwendig macht. Fiir
die Reduktionsprozesse verbrauchen die beiden Enzyme Nitrat (NR)- und Nitritreduktase
(NiR) Elektronen und Energie aus der ETC (Abbildung 2.2). Dadurch entsteht bei Nitrat-
diingung ein zusétzlicher Elektronenakzeptor hinter PS I (Manzano et al., 1976; Turpin und
Bruce, 1990; Vanselow, 1993).

Ammoniumgediingte Pflanzen assimilieren den Stickstoff bereits in der Wurzel (Givan,
1979). Sie besitzen daher diesen zusétzlichen Elektronenakzeptor hinter PS I nicht.

Die Untersuchung der damit verbundenen metabolischen Unterschiede zwischen nitrat-
und ammoniumerndhrten Pflanzen ist im Rahmen eines DFG-Projektes Bestandteil dieser
Arbeit.
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2.2.6. Malat-Ventil und Triosephosphat-3-Phosphoglycerat-Shuttle

Reduktionsidquivalente von PS I kénnen in Form von NADPH/H™ nicht nur an den Calvin-
Zyklus gegeben, sondern auch tiber die Envelope ins Cytosol exportiert werden.

NADP* und NADPH in den Chloroplasten, sowie NAD" und NADH im Cytosol kénnen
allerdings die intakte Chloroplasten-Envelope nicht passieren. Stattdessen muf3 ein beson-
deres Transportsystem, das Malat-Oxalacetat-Shuttle (Dry et al., 1987; Kromer et al., 1992;
Hanning und Heldt, 1993), verwendet werden. Ein Shuttle ist ein Antiporter, der einen Stoff
(Malat) gegen einen anderen (Oxalacetat, OAA) iiber eine Membran austauscht (Abbildung
2.2).

Chloroplasten kénnen reduzierende Aquivalente auch durch den Triosephosphat-3-
Phosphoglycerat-Shuttle (TP und PGA in Abbildung 2.2) in das Cytosol liefern. Durch diesen
Shuttle wird dem Cytosol mit NADH gleichzeitig auch ATP bereitgestellt (TP-PGA-Shuttle
in Abbildung 2.2).

2.2.7. Photorespiration

Ein weiterer Elektronenakzeptor der ETC ist die Photorespiration, in Abbildung 2.2 ange-
deutet als Oz-Aufnahme (P) im Calvin-Zyklus. Da an der Photorespiration auch die Zell-
kompartimente Mitochondrium und Peroxisom beteiligt sind, wird in Abschnitt 2.4 noch
einmal gesondert darauf eingegangen.

2.3. Mitochondrien

Mitochondrien stellen durch die aerobe Respiration die Haupt-ATP-Quelle fiir alle energie-
verbrauchenden Reaktionen im Cytosol (z.B. Wachstum) dar. Sie haben eine Grofie von etwa
1x2 pm? und bestehen aus einer dufleren und einer inneren Membran, dem dazwischen lie-
genden Intermembran-Raum und der Matrix innerhalb der inneren Membran.

An der nicht lichtgetriebenen Respiration sind hauptsachlich vier Prozesse beteiligt: die Gly-
colyse, der Citratzyklus und die Prozesse des mitochondrialen Elektronentransportes sowie
der ATP-Synthese, wobei die Glycolyse nicht in den Mitochondrien, sondern im Cytosol
stattfindet (Siedow und Umbach, 1995). Bei der Glycolyse wird Saccharose in Pyruvat um-
gewandelt, welches vom Cytosol in die Mitochondrien transportiert wird, wo es vom Citrat-
zyklus zu Kohlendioxid oxidiert wird.

Der Citratzyklus ist ein komplexer Stoffwechselweg in der Mitochondrienmatrix. Verein-
facht gesagt werden Acetyl-Reste zu Kohlendioxid oxidiert (Koolman und R6hm, 1998). Die
dabei entstehenden Reduktionsdquivalente dienen zur ATP-Synthese. Auf den mitochon-
drialen Elektronentransport und die ATP-Synthese wird im folgenden niher eingegangen,
auf den Citratzyklus in den Kapiteln 10 und 11.




STOFFWECHSELAUFGABEN DER ZELLKOMPARTIMENTE

2.3.1. Elektronentransportkette und ATP-Bildung

Intermembran-Raum

NAD(P)”  NAD(P)H i
H

Complex | Complex llI Complex IV

.
L

N

Complex
Il

a8

. 720, HO ATP
NADH NAD NADH Succ Fum 1/zO2 HO

2 +

ADP+Pi

Matrix

Abbildung 2.3.: Innere Mitochondrien-Membran mit den Komplexen I-1V, dem Ubiquinonpool (UQ), dem
Cytochrom C (cyt c), der Alternativen Oxidase (AO), der ATPase und den beiden zusiitz-
lichen NAD(P)H-Dehydrogenasen. Die diinnen Pfeile stellen die Richtung des Elektronen-
transportes dar, die dicken Pfeile markieren die Orte, an denen ein Protonentransport iiber
die Membran stattfindet. An der Alternativen Oxidase und an Komplex IV wird Sauerstoff
verbraucht (Hoefnagel et al., 1998).

Abbildung 2.3 zeigt eine schematische Darstellung der inneren Membran mit den Komple-
xen I-1V, dem Ubiquinonpool und der Alternativen Oxidase. Ahnlich wie im Chloroplasten
findet auch hier ein Elektronentransport sowie ein Protonentransport iiber die Membran mit
gleichzeitigem Aufbau eines Protonengradienten statt.

o Komplex I ist eine NADH-Dehydrogenase, die das NADH oxidiert, das in der Matrix
durch den Citratzyklus erzeugt wird. Die dabei entstehenden Elektronen werden auf
das Ubiquinon {iibertragen (Siedow und Umbach, 1995).

o Komplex II enthélt das einzige Enzym des Citratzyklus (Succinat-Dehydrogenase), das
nicht frei 16slich in der Matrix vorhanden ist. Dieser Komplex katalysiert die Oxidation
von Succinat zu Fumarat wéhrend des Citratzyklus (Siedow und Umbach, 1995). Die
hierbei entstehenden Elektronen werden wiederum auf das Ubiquinon iibertragen.

10
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o Komplex III oxidiert das durch die Komplexe I und II reduzierte Ubiquinon und trans-
teriert die Elektronen zum Cytochrom C.

o Komplex 1V oxidiert das reduzierte Cytochrom C und stellt das Ende der mitochondria-
len Elektronentransportkette dar (Siedow und Umbach, 1995).

Wihrend dieses Elektronentransportes gibt es drei Orte (die Komplexe I, IIT und IV), an de-
nen Protonen iiber die innere Membran transportiert werden, um eine sogenannte Proton
motive force fiir die ATP-Synthese aufzubauen. Die ATPase ist an sich nicht Teil der Elektro-
nentransportkette, wird aber auch als Komplex V bezeichnet (Siedow und Umbach, 1995).
Die Umwandlung von ADP und Pi zu ATP durch die F;-Einheit der ATPase findet auf der
Matrixseite statt.

Die meisten Mitochondrien in Pflanzen haben zwei weitere NAD(P)H-Dehydrogenasen: ei-
ne auf der matrixzugewandten Seite, eine weitere auf der dem Intermembran-Raum zuge-
wandten Seite (Abbildung 2.3). Die der Matrix zugewandte NAD(P)H-Dehydrogenase kann
in Konkurrenz zu Komplex I treten, um das wahrend des Citratzyklus entstandene NADH
zu oxidieren. Die dem Intermembran-Raum zugewandte NAD(P)H-Dehydrogenase wird
als externe NAD(P)H-Dehydrogenase bezeichnet (Moller und Lin, 1986). Sie kann sowohl
NADH als auch NADPH aus dem Cytosol reoxidieren.

Beide Dehydrogenasen transferieren die Elektronen direkt an den Ubiquinon-Pool. Da diese
Oxidation nicht mit einem Transport von Protonen iiber die Membran verbunden ist (wie in
Komplex I), tragt sie nicht unmittelbar zur ATP-Bildung bei.

2.3.2. Alternative Oxidase

In der Elektronentransportkette der Pflanzenmitochondrien konnen Elektronen vom
Ubiquinon-Pool anstatt auf Komplex III auch iiber ein Enzym auf Sauerstoff {ibertragen
werden. Die dabei involvierte Oxidase wird Alternative Oxidase genannt (AO in Abbildung
2.3). Bei diesem Weg werden zwei Komplexe umgangen, an denen Protonen fiir die ATP-
Bildung iiber die Membran transportiert werden kénnten (Abbildung 2.3). Unter welchen
Bedingungen und in welchem Umfang die Alternative Oxidase zum Einsatz kommt, ist noch
ungeklart. Lange wurde davon ausgegangen, daf sie als sogenanntes Uberlaufventil fiir den
Cytochrom-Weg dient, d.h. nur dann von Bedeutung ist, wenn der Ubiquinon-Pool stark
reduziert ist (Lambers, 1980; Moore und Siedow, 1991). Es zeigte sich aber, dafs die Alterna-
tive Oxidase bei einem erhthten Pyruvatgehalt mit dem Hauptweg um die Elektronen vom
Ubiquinon-Pool konkurrieren kann (Millar et al., 1993; Umbach et al., 1994; Hoefnagel et al.,
1995; Ribas-Carbo et al., 1995; Vanlerberghe et al., 1995; Igamberdiev et al., 1997). In diesem
Fall ist fiir ihre Aktivierung keine Séttigung des Hauptweges notig.

11
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2.3.3. Sauerstoffverbrauch

Sowohl an Komplex IV als auch an der Alternativen Oxidase wird Sauerstoff verbraucht (Ab-
bildung 2.3). Dieser Verbrauch kann als sogenannte Dunkelatmung mit der Clark-Elektrode
(Kapitel 3.3) bestimmt werden. Allerdings findet hierbei keine Unterscheidung zwischen
dem Sauerstoffverbrauch an der Alternativen Oxidase und dem Sauerstoffverbrauch an
Komplex IV statt.

Eine solche Unterscheidung kann mit Hilfe von Inhibitoren vorgenommen werden. So 1afst
sich der Cytochrom-Weg durch Antimycin A an Komplex III inhibieren (Furbank und Hor-
ton, 1987; Nicholls und Ferguson, 1992), wihrend die Alternative Oxidase mit SHAM (Sali-
cylhydroxamic Acid) ausgeschaltet werden kann (Siedow, 1982). Allerdings ist zu beachten,
dafd der nicht-inhibierte Weg die Arbeit des inhibierten Wegs manchmal mit tibernimmt (Day
et al., 1996).

2.4. Peroxisomen und ihre Rolle bei der Photorespiration

Die im Licht stattfindende Photorespiration ist eine Folge der mangelnden Selektivitdt der
Ribulosebisphosphat-Carboxylase (Rubisco), die neben der Bindung von CO, am RuBP auch
die von Oy vermittelt. Wie bei der Zellatmung findet bei der Photorespiration unter Sauer-
stoffverbrauch eine Substratoxidation unter Bildung von CO; statt. Wahrend jedoch bei der
eigentlichen Respiration in den Mitochondrien die Oxidation von Substraten zu CO; zum
Zweck der Gewinnung von ATP erfolgt, wird bei der Photorespiration ATP in erheblichem
Maf3e verbraucht. Bei der Oxygenierung ist das Verhiltnis von ATP zu NADPH ungtinstiger
als bei der Carboxylierung, namlich 5:3 (im Vergleich zu 3:2 bei der Carboxylierung).

2.4.1. Reaktionsschritte der Photorespiration

An der Photorespiration sind die drei Zellkompartimente Chloroplast, Peroxisom und Mit-
ochondrium beteiligt. Da die Affinitdt der Rubisco zu Oy und CO; genetisch bestimmt ist,
entscheidet das Verhiltnis der Konzentrationen von CO; und O, im Chloroplasten tiber den
Anteil der Photorespiration. Unter Photorespirationsbedingungen ist die Rubisco als Oxy-
genase katalytisch aktiv.

Die Hauptaufgabe allerdings ist unter Mitwirkung von CO; die Umwandlung von
Ribulose-1,5-bisphosphat (RuBP) zu 3-Phosphoglycerat. Auch bei der Oxygenierung ent-
steht 3-Phosphoglycerat, zusitzlich jedoch 2-Phosphoglycolat. In einem relativ aufwendigen
“Recycling”-Prozefs wird aus diesem Nebenprodukt die Ausgangsverbindung Ribulose-1,5-
bisphosphat zuriickgewonnen:

Der Recycling-Prozefs beginnt in den Chloroplasten mit der Umwandlung von 2-
Phosphoglycolat zu Glycolat (Abbildung 2.4). Uber einen spezifischen Translokator wird das
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Abbildung 2.4.: Reaktionsschritte der Photorespiration und ihre Lokalisation. T = Translokator (Heldt, 1999).
Weitere Erliuterungen im Text.

Glycolat aus den Chloroplasten und iiber Poren in die Peroxisomen geschleust. In den Per-
oxisomen wird das Glycolat durch verschiedene Reaktionen, bei denen u.a. H,O; entsteht,
in Glycin umgewandelt.

Das Glycin verladfit die Peroxisomen durch Poren und wird in die Mitochondrien transpor-
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tiert. In den Mitochondrien erfolgt die Oxidation von zwei Molekiilen Glycin zu einem Mo-
lekiil Serin unter Freisetzung von CO, und NHI. Die dabei anfallenden Reduktionsdquiva-
lente werden auf NAD™ iibertragen.

Das gebildete Serin verldfit die Mitochondrien und wird in den Peroxisomen durch die in
Abbildung 2.4 gezeigten Prozesse in Glycerat umgewandelt, wobei in der Schleife in Ab-
bildung 2.4 die Transaminase die Aminogruppe auf das Glyoxylat iibertrdgt. Das gebildete
Glycerat wird aus den Peroxisomen in die Chloroplasten importiert.

Im Chloroplasten wird das Glycerat in verschiedenen Reaktionsschritten unter ATP-
Verbrauch in PGA umgewandelt und in den Calvin-Zyklus eingeschleust. Damit ist die
“falschliche” Oy-Bindung wieder “korrigiert” worden.

Die Bildung von RuBP aus Ribulose-5-phosphat kann durch den Inhibitor Glyceraldehyd
unterbunden werden. Glyceraldehyd inhibiert das Enzym Phosphoribulokinase, das die
Umwandlung katalysiert. Da RuBP auch den Ausgangstoff des Calvin-Zyklus darstellt, wird
durch Glyceraldehyd sowohl die Photorespiration als auch der Calvin-Zyklus inhibiert (Sto-
kes und Walker, 1972; Wu et al., 1991).

2.4.2. Nutzen der Photorespiration

Es stellt sich die Frage, inwieweit der energieverbrauchende Photorespirationsweg fiir die
Pflanze niitzlich ist, da der Gewinn der Photorespiration Null ist. Es wird viel ATP und
NADPH verbraucht, es entstehen aber keine neuen Stoffe.

Eine problematische Situation liegt vor, wenn die Spaltdffnungen (Stomata) bei Bldttern un-
ter vollem Licht wegen Wassermangels geschlossen sind und dadurch kein CO; aufgenom-
men werden kann. In diesem Fall wird der energieverbrauchende Photorespirationsweg von
der Pflanze genutzt, um das durch die Lichtreaktion bereitgestellte NADPH und ATP, das
durch die Photosynthese nicht verbraucht werden kann, zu eliminieren. Die Photorespira-
tion kann somit eine Schutzfunktion vor einer Uberreduktion und Uberenergetisierung des
Photosyntheseapparates darstellen.

2.5. Austausch von Reduktionsdquivalenten

Wie in Abschnitt 2.4 erwéhnt, ist bei der in den Peroxisomen erfolgenden Reduktion des Hy-
droxypyruvats zu Glycerat NADH das Reduktionsmittel. Da die Peroxisomen keine Stoff-
wechselketten besitzen, die das NADH in den erforderlichen hohen Raten bereitstellen kon-
nen, sind sie von einer Versorgung mit Reduktionsdquivalenten von auflen abhédngig.

Die Reduktionsdquivalente werden wohl deshalb indirekt {iber die Aufnahme von Malat
und die Freisetzung von Oxalacetat in die Peroxisomen importiert (Abbildung 2.5, Reumann
et al., 1994).

Eine Schliisselfunktion hat dabei die Malat-Dehydrogenase (MDH in Abbildung 2.5; Musrati
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et al., 1998), die die Oxidation von Malat zu Oxalacetat katalysiert. Wahrend bei den Malat-
Dehydrogenasen im Cytosol, den Mitochondrien und den Peroxisomen das NADH-System
Redoxpartner ist, reagiert die MDH in den Chloroplasten mit dem NADPH-System (siehe
auch Abschnitt 2.2.6).

Photosynthese- 2 Glycin Serin
kewe 1| S>< Atmungs-
e T kette
NADP@ NADPH + H® NAD® NADH + H®l
Malat Oxalacetat Malat Oxalacetat
| | N
v———r Translokator _J—/ Translokator ‘)——————/
CHLOROPLAST MITOCHONDRIUM
Malat ‘7——§_> Oxalacetat CYTOSOL
NAD®  NADH
+H®
Malat Oxalacetat
PEROXISOM
NAD® NADH + H®
Glycerat Hydroxypyruvat
. J

Abbildung 2.5.: Transfer von Reduktionsiquivalenten von den Chloroplasten und den Mitochondrien in die
Peroxisomen. MDH = Malat-Dehydrogenase (Heldt, 1999).

Die Menge des in den Mitochondrien bei der Glycinoxidation anfallenden NADH ist gleich
der Menge an NADH, das in den Peroxisomen fiir die Reduktion von Hydroxypyruvat
verbraucht wird (Kromer und Heldt, 1991). Wenn jedes in den Peroxisomen gebildete
Oxalacetat-Molekiil in die Mitochondrien transportiert werden wiirde, dann wiirde das bei
der Glycinoxidation anfallende NADH vollstindig fiir die Bildung von Malat verbraucht
werden und stiinde somit fiir den mit der ATP-Synthese gekoppelten Elektronentransport
der Atmungskette nicht mehr zur Verfiigung. Die mitochondriale ATP-Synthese ist auch
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wiahrend der Photosynthese fiir die Energieversorgung des Cytosols wichtig (Kromer und
Heldt, 1991).

Tatsdchlich wird normalerweise nur etwa die Halfte des Bedarfs der Peroxisomen an Re-
duktionsdquivalenten aus den Mitochondrien abgezogen und der andere Teil von den Chlo-
roplasten abgedeckt (Hanning und Heldt, 1993). So bleibt in den Mitochondrien nach der
Oxidation von Glycin noch geniigend NADH fiir die ATP-Synthese durch die Atmungsket-
te.

Dieser Austausch von Reduktionsdquivalenten zeigt, wie stark die Stoffwechselprozesse der
unterschiedlichen Kompartimente miteinander verbunden sind. Limitierungen oder Strefs-
erscheinungen in einem Kompartiment werden sich immer auch auf die anderen Komparti-
mente auswirken.

2.6. Zusammenfassende Darstellung der Stoffwechselprozesse in
Cs-Pflanzen

In Abbildung 2.6 sind noch einmal zusammenfassend die in den vorangegangenen Ab-
schnitten besprochenen Stoffwechselprozesse dargestellt. Wichtig zu erwdhnen ist hierbei,
dafd es sich um die Stoffwechselprozesse in Cz-Pflanzen handelt. Zu den Cs-Pflanzen ge-
hort z.B. die Buschbohne (Phaseolus vulgaris L.). Der Name resultiert daraus, dafy das erste
COs-Fixierungsprodukt (3-Phosphoglycerat) ein 3-Kohlenstoffkorper ist.

Abbildung 2.6 zeigt die Kompartimente Chloroplast (unten), Mitochondrion (oben), Pero-
xisom (Mitte links) und Cytosol (Mitte). Durchgezogene Linien mit Pfeilen kennzeichnen
chemische Umwandlungen, gestrichelte Linien mit Pfeilen deuten die Translokation zwi-
schen den Kompartimenten an. Endprodukte sind mit eingerahmten Grofibuchstaben ge-
kennzeichnet.

Unten rechts ist die bereits in Abbildung 2.2 genauer dargestellte photosynthetische Elektro-
nentransportkette mit den beiden Photosystemen PS II und PS I abgebildet. Zusétzlich sind
unten rechts die ebenfalls bereits in Abbildung 2.2 gezeigte Nitrat- und Nitritreduktase mit
dem GS/GOGAT-System sowie der Malat-OA A-Shuttle zu sehen.

Unten links ist der Calvin-Zuklus mit Carboxylierung und Oxygenierung schematisch ange-
deutet. Ausgehend von der Oxygenierung ist im linken Teil von Abbildung 2.6 der bereits
aus Abbildung 2.4 bekannte Weg der Photorespiration gezeigt, der die drei Kompartimente
Chloroplast, Peroxisom und Mitochondrion umfafst. Das bei der Photorespiration in den Mi-
tochondrien entstandene NH3 wird durch das GS/GOGAT-System refixiert. Dieser Prozefs
ist in Abbildung 2.6 nicht dargestellt.

In der Mitte von Abbildung 2.6 (oben) ist der Citratzyklus skizziert (genauere Darstellung
in Abbildung 10.4). Zu sehen sind die beiden Ausgangsprodukte Pyruvat und OAA aus
dem Cytosol, die nach Freisetzung von CO; in Citrat und a-Ketoglutarat (in dieser Abbil-
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dung: 2-OG) umgewandelt werden. Es kann sowohl Citrat als auch a-Ketoglutarat (2-OG)
aus den Mitochondrien exportiert werden, die Umwandlung von Citrat kann auch im Cyto-
sol erfolgen. a-Ketoglutarat (2-OG) wird fiir die Nitratassimilation im GS/GOGAT-System
in den Chloroplasten benotigt. Auch durch diesen Stoffwechselprozefs (Citratzyklus, Nitrat-
assimilation) stehen drei Kompartimente (Chloroplast, Cytosol und Mitochondrion) in en-
gem Zusammenhang. Dies wird dadurch verstarkt, dafs fiir die Bildung von Pyruvat und
OAA (die beiden Ausgangsstoffe des Citratzyklus) Triosephosphat (TP in Abbildung 2.6)
benotigt wird. TP entsteht in den Chloroplasten im Calvin-Zyklus und wird durch den in
Abbildung 2.2 gezeigten Triosephosphat-3-Phosphoglycerat-Shuttle aus den Chloroplasten
exportiert.

Oben rechts in Abbildung 2.6 ist die mitochondriale Elektronentransportkette mit den Kom-
plexen I-IV, dem Ubiquinonpool und der Alternativen Oxidase (AO) dargestellt (sieche auch
Abbildung 2.3). Durch die externe NAD(P)H-Dehydrogenase kann NAD(P)H aus dem Cy-
tosol reoxidiert werden.
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Abbildung 2.6.: Zusammenfassende Darstellung der Stoffwechselprozesse in den Zellkompartimenten Chlo-

roplast, Mitochondrium, Peroxisom und Cytosol in Cs-Pflanzen (nach Noctor und Foyer,
1998). Zusiitzlich eingezeichnet ist der PGA-Austausch iiber die Chloroplasten-Membran

und die Atmungskette in der inneren Mitochondrienmembran. Genauere Erliuterungen im

Text.
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3. Material und Mefisysteme

Im folgenden Abschnitt werden die Pflanzen und Mefimethoden naher vorgestellt, mit de-
nen die im vorherigen Kapitel dargestellten metabolischen Prozesse untersucht wurden.

3.1. Verwendete Pflanzen

3.1.1. Buschbohne (Phaseolus vulgaris L.)

Fiir die meisten der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurde die C3-Pflanze
Buschbohne verwendet.

Ihre Anzucht erfolgte in einem beheizbaren Gewédchshaus des Instituts fiir Pflanzener-
ndhrung und Bodenkunde der Universitdt Kiel. Schwankungen der Tageslichtintensitat
wurden nicht kompensiert. Fiir die Pflanzenanzucht unter verschiedenen Lichtintensitaten
(150 pmolm~2s~ ! fiir “Schwachlicht”-Bedingungen, 350 yumolm~2s~! fiir “Normallicht”-
Bedingungen und 550 yumolm~—2s~! fiir “Starklicht”-Bedingungen) wurde jedoch eine zu-
satzliche Beleuchtung installiert (Natriumdampflampen, Philips SON-T AGRO 400 W).

Die Samen quollen fiir 10 Stunden in CaSO4-Losung. Nach dem Keimen auf mit CaSO4-
Losung getranktem Filterpapier wurden die Keimlinge fiir fiinf Tage in CaSO4-Losung ge-
stellt. Danach wurden die Wurzeln der Bohnenpflanzen mit Schaumstoff umwickelt und
jeweils vier Pflanzen in einen 51 Eimer mit Nitratlosung (s.u.) gesetzt.

Nach weiteren sieben Tagen wurde mit der unterschiedlichen Stickstoff-Erndhrung begon-
nen, indem die Pflanzen mit einer Nahrlosung versorgt wurden, die als einzige Stickstoff-
quelle entweder Nitrat oder Ammonium enthielt. Die Zusammensetzung der Nahrlosung
war wie folgt: 5.0mM N als (NH4)2504 oder Ca(NOs3)2, 1.6mM K als KSO4 und KH,POy,
0.2mM P als KHyPOy4, 0.5mM Mg als MgSOy, 45 umol Fe als Fe-EDTA, 1umol Mn als
MnSQy, 1 pmol Zn als ZnSQOy, 0.1 pmol Cu als CuSOy, 10 umol B als H3BOs, 0.01 pmol Mo als
(NH4)6Mo7024. Bei der Ammoniumnéhrlésung wurde Ca?* in Form von CaSOy (2.5mM)
zugegeben. Der pH-Wert der Losungen wurde mit Hilfe einer pH-Stat-Anlage konstant auf
6.5 gehalten. Um die Néahrlosungen mit ausreichend Sauerstoff zu versorgen, wurde iiber
Aquarium-Pumpen fortlaufend Luft in die Behilter gepumpt. Der Wechsel der Nahrlosun-
gen erfolgte alle 3-4 Tage.

Zur Untersuchung, wie sich eine Anzucht unter erhohtem CO,-Gehalt bei Starklichtbe-
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dingungen auf den Metabolismus von nitrat- und ammoniumernihrten Buschbohnen aus-
wirkt, wurden die Pflanzen in einer abgeschlossenen Kammer im Gewéachshaus angezogen.
Der erhohte CO2-Gehalt in der Kammer betrug 500 ppm, die eingestrahlte Lichtintensitat

800 ymolm 25!

. Die Temperatur in der Kammer war trotz Kiihlsystem etwas erhoht und
bewegte sich zwischen 22 und 25 ° Celsius.

Fiir die Split-Root-Messungen (Kapitel 5) wurde bei den Keimlingen, die sich vorher fiir
finf Tage in der CaSO4-Losung befanden, die Pfahlwurzel entfernt. Die verbleibenden
Wurzeln wurden in zwei gleiche Teile geteilt und in zwei nebeneinanderstehende Behal-
ter von jeweils 0.41 Volumen gesetzt. In den folgenden zwei Tagen wurden beide Behilter
mit Nitratndhrlosung gefiillt. Danach wurden entweder beide Gefédfse mit Nitrat(INN)- oder
Ammonium(AA)-Néahrlosung, eine Seite mit Nitrat- und die andere mit Ammoniumné&hrlo-
sung (NA) oder jeweils eine Seite mit Nitrat- oder Ammoniumnédhrlésung und die andere
Seite mit stickstofffreier Nahrlosung (NO oder AQ) gefiillt. Die Ndhrlosungen wurden jeden

Morgen erneuert.

3.1.2. Mais (Zea mays L., Sorte Helix)

Fiir die Vergleichsmessungen mit C4-Pflanzen (Kapitel 9.7) wurde Mais der Sorte Helix ver-
wendet.

Die Samen quollen fiir sechs Stunden in CaSO,4-Losung, bevor sie auf mit CaSO4-Losung be-
feuchtetes Filterpapier gelegt wurden. Nach vier Tagen wurden die Keimlinge mit den Wur-
zeln fiir eine Woche in beliiftetes Leitungswasser gestellt. Danach wurden die Wurzeln der
Maispflanzen mit Schaumstoff umwickelt und jeweils vier Pflanzen in einem 51 Eimer mit
Néhrlosung (0.5 mM NH4NO3, 0.7 mM K3SOy, 0.1 mM KCI, 2mM Ca(NOs)2, 0.5 mM MgSQOy,
10nM (NH4)6Mo07024, 1 uM Fe-EDTA) unter Tageslichtbedingungen in einem Gewé&chshaus
des Instituts fiir Pflanzenerndhrung und Bodenkunde angezogen. Die Nahrlosung wurde
zweimal pro Woche gewechselt.

3.2. Fluoreszenzmessungen

Die Fluoreszenz aus dem Antennensystem von PS Il ist die am hadufigsten verwendete Mef3-
grofie in der Photosyntheseforschung (Schreiber et al., 1986; Schreiber und Bilger, 1993). Die-
ses Fluoreszenzlicht entsteht stets bei der Beleuchtung von photosynthetisch aktiven Orga-
nismen. Aus seiner Emission konnen Riickschliisse auf den energetischen und physiologi-
schen Zustand der Chlorophylle gezogen werden.

3.2.1. Fluoreszenzentstehung

Wie in Abschnitt 2.2.1 bereits erwdhnt, bestehen die Antennen der Photosysteme hauptsach-
lich aus den Pigmentmolekiilen Chl a und Chlb. Das Absorptionsspektrum von Chl a besitzt
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3.2 FLUORESZENZMESSUNGEN

zwei ausgeprdgte Maxima im blauen (450nm) und roten (680nm) Spektralbereich. Diese
entstehen beim Ubergang vom Grundzustand Sy zu hoheren Singulettzustdnden Sy. Hohere
Anregungszustinde konnen strahlungslos in den S;-Zustand {ibergehen oder durch einen
Energietransfer auf Nachbarmolekiile deaktivieren. Die Emission von Fluoreszenzlicht und
die Energieabgabe an das Reaktionszentrum ist nur beim Ubergang vom S;-Zustand in den
Grundzustand Sy moglich.

Insgesamt gibt es folgende Moglichkeiten, wie aus dem S;-Zustand der Grundzustand Sy
erreicht werden kann (Abbildung 3.1):

e durch Fluoreszenz tiber die Abstrahlung eines einzelnen Lichtquants,
e iiber die thermische Deaktivierung durch Abgabe der Energie als Warme,

e durch Ubertragung der Anregungsenergie auf ein benachbartes Pigmentmolekiil oder
auf das Reaktionszentrum des Photosystems,

e indirekt als Phosphoreszenz tiber einen Triplettzustand.

Phosphoreszenz tritt sehr selten auf und ist unter normalen physiologischen Bedingungen
kaum nachweisbar.

Die beiden Photosysteme I und II unterscheiden sich sowohl in ihrem Absorptions-, als auch
in ihrem Fluoreszenzmaximum. Die Absorption von PS I ist maximal bei 700nm, die von
PS II bei 680nm. Diese Tatsache wird bei Messungen mit fernrotem Licht (A >700nm) aus-
genutzt. Da damit hauptsachlich PS I angeregt wird, kann dessen Einflufs auf den jeweiligen
physiologischen Prozefs abgeschétzt werden.

Das Intensititsmaximum der Fluoreszenz liegt fiir PS I bei 735nm, fiir PS II bei 683nm.
Bei Zimmertemperatur kann davon ausgegangen werden, daf} die variable Fluoreszenz aus-
schlieSlich von PS II stammt (Baker und Webber, 1987).

3.2.2. Quenchingmechanismen

Alle Mechanismen, die zu einer Verringerung der S;-Zustdnde und der dazu proportiona-
len Fluoreszenz fithren, werden Quenchingmechanismen genannt. Dabei wird zwischen
photochemischem (q,) und nichtphotochemischem Quenching (qx) unterschieden. Photo-
chemische Quenching-Mechanismen vermindern die Fluoreszenz durch einen Abflufs der
Exzitonen in die photosynthetische Elektronentransportkette (ETC). Nichtphotochemisches
Quenching fafit alle Mechanismen zusammen, die nicht mit der photochemischen Nutzung
durch die ETC zusammenhédngen.

Das Topfmodell veranschaulicht den Sachverhalt. Man stellt sich dabei einen “Exzitonensee”
(Abbildung 3.1) vor, dessen Hohe vom Gleichgewicht zwischen eingestrahlter Lichtenergie
und Exzitonenfliissen aus der Antenne bestimmt wird. Das Becken stellt die Gesamtheit
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der Photosysteme II dar. Der Abbau der Exzitonenenergie kann iiber thermische und
photochemische Deaktivierung sowie iiber die Abstrahlung durch Fluoreszenz erfolgen.
Diese Vorginge werden durch die Ratenkonstanten k;, k, und k; représentiert (Abbildung
3.1). Unter der Annahme, daf} die Ratenkonstante der Fluoreszenz k; konstant ist, spiegelt

ETC

Abbildung 3.1.: Das Topfmodell. Durch eingestrahltes Licht der Intensitit I bildet sich in den PS II- An-
tennen ein “Exzitonensee”. Die Deaktivierung der Exzitonenenergie kann thermisch (k;),
photochemisch (ky,) und iiber die Abstrahlung von Fluoreszenz (k) erfolgen. a: Absorptions-
querschnitt der Photosysteme 11.

die Intensitédt der Fluoreszenz den Pegelstand im Exzitonensee wider.

Der Austausch der Anregungsenergie zwischen den Photosystemen wird mit der Ra-
tenkonstanten p beschrieben. Fiir diesen Energieaustausch gibt es zwei Spezialfdlle: das
Separate-Unit-Modell (p=0), bei dem kein Anregungsenergietransfer stattfindet, und das
Matrixmodell (p — o0), das von einem sehr schnellen Anregungsenergietransfer ausgeht
(Karukstis, 1992; Dau, 1994).

3.2.3. Yieldmessung

Bei der Fluoreszenzmessung handelt es sich um eine sogenannte Yieldmessung. Hierbei
wird zwischen zwei Lichtarten unterschieden:

e Das aktinische Licht (AL) verdndert den Zustand des Blattes, d.h. die Grofen k; und
k, aus Abbildung 3.1.

e Das modulierte Mefllicht (ML) detektiert den vom aktinischen Licht eingestellten Zu-
stand.

Der differentielle Fluoreszenzyield y = dF/dI (F: Fluoreszenzsignal; I: Intensitdt des Lichts)
stellt die Antwort dF auf eine hochfrequente Anderung dI des Meflichts dar. Hierbei wer-
den die Werte von Qa und k; am Arbeitspunkt genommen. Diesen Arbeitspunkt stellt das
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aktinische Licht ein, das aus dem Licht der Aktin-Lichtquelle und dem Mittelwert des Mefs-
lichtes besteht.

Die photosynthetischen Parameter werden durch das niederfrequente aktinische Licht ver-
andert, das Mefilicht besitzt aber ebenfalls eine aktinische Wirkung. Die Yieldmessung de-
tektiert jedoch nur Prozesse, die langsamer als eine Mefilichtperiode ablaufen, so dafy das
Mefilicht wie ein Gleichlichtanteil des aktinischen Lichtes wirkt.

3.2.4. Methoden der Fluoreszenzmessung

In der vorliegenden Arbeit werden zwei unterschiedliche Methoden der Fluoreszenzmes-
sung angewendet, die beide auf einer Bestimmung des Fluoreszenzyields beruhen. Bei der
einen Methode, die mit dem Puls-Amplituden-Modulierten Fluorometer (PAM, Firma Walz,
Effeltrich) durchgefiihrt wird, wird die Intensitidt des Mefslichtes konstant gehalten und der
variable Fluoreszenzyield und damit die Hohe des Exzitonensees (Abbildung 3.1) gemessen
(Schreiber, 1986).

Bei dem in Kiel entwickelten Verfahren (Anhang A), dem sogenannten Fluoreszenz-
Clamp(FC)-Verfahren (Giannikos, 1995; Schinner, 1997; Schinner et al., 2000), wird mit Hilfe
eines Regelkreises der Fluoreszenzyield und damit der Exzitonensee (Abbildung 3.1) kon-
stant gehalten und die daftir benotigte variable Meflichtintensitdt als Ausgangssignal ge-
messen.

Vor- und Nachteile der beiden Methoden werden in den folgenden Abschnitten und im An-
hang A néher diskutiert.

3.24.1. Puls-Amplituden-Moduliertes Fluorometer (PAM)

Das PAM geht auf eine Entwicklung von Schreiber et al. (1986) zurtick und hat sich seitdem
zu einem internationalen Standardgerit entwickelt. Wie im vorherigen Abschnitt bereits er-
wiahnt, benutzt das Gerét fiir die Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz aktinisches Licht
und Mefilicht.

Das gepulste Mefllicht kommt tiber einen Lichtleiterarm (Scholly Spezial) aus einer LED
(650nm Peakwellenldnge) auf das Blatt. Durch die Verwendung von Lichtimpulsen mit
einer Dauer von 1us bei einer Frequenz von 1.6kHz ergibt sich eine sehr geringe, ge-
mittelte Lichtintensitit des Meflichts. Die Mefilichtintensitdt kann in 12 Stufen bis zu
320nmolm~2s~! eingestellt werden. Eine niedrige Intensitit des Meflichts ist notwendig,
um die Voraussetzungen zur Messung der Grundfluoreszenz (Abschnitt 3.2.4.3) zu erfiillen.
Das Licht einer Halogenlampe (Osram, HLX 64653, 24V, 250 W, zusammen mit einem Wér-
mefilter und einem DT Cyan Filter), das je nach Stirke als séttigender Blitz (Abschnitt 3.2.4.3)
oder als aktinisches Licht wirkt, wird ebenfalls tiber einen Lichtleiterarm auf das Blatt ge-
fithrt. Die vom Blatt zuriickgestrahlte Fluoreszenz wird tiber den Lichtleiter zum Detektor
geleitet. Vor dem Detektor befindet sich ein Kantenfilter (RG9 1 mm), das als Langpafs Licht
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im Wellenldangenbereich unter 700 nm sperrt. Dies ermoglicht die Trennung des Fluoreszenz-
lichts vom Meflicht.

Ein Korrelator trennt dann aus dem Fluoreszenzlicht das Yield-Signal ab. Ein angeschlosse-
ner Rechner steuert das aktinische Licht und nimmt die Mefidaten vom PAM aulf.

3.2.4.2. FC-Maschine

Bei den Messungen mit dem PAM wird indirekt {iber Verdnderungen in der Fluoreszenz auf
Veranderungen der photochemischen und nichtphotochemischen Prozesse geschlossen. Mit
der FC-Maschine hingegen ist es moglich, direkt die Fliisse aus den PS II-Antennen zu mes-
sen (Schinner et al., 2000).

Dies wird durch einen Regelkreis moglich, der die Intensitdt der Mefilicht-LEDs so einstellt,
dafl die modulierte Chlorophyll-Fluoreszenz konstant bleibt. Die Intensitdt bzw. der Strom
durch die LEDs dient als Maf fiir die Fliisse aus den PS II-Antennen.

Das Verfahren ist bei Schinner et al. (2000) beschrieben und sei deshalb hier nur in groben
Ziigen skizziert. Abbildung 3.2 zeigt das schematische Schaltbild der FC-Maschine. Sie be-
steht im Grofsen und Ganzen aus zwei Regelkreisen. Der Regelkreis bestehend aus OP 1, OP 3
und der LED stellt den FC-Regelkreis dar. Der andere Regelkreis bestehend aus OP 1, OP 4
und dem Transistor T1 dient zur Unterdriickung des Hintergrundlichts.

Die FC-Regelung wird nur auf die Antwort der Fluoreszenz auf das Mefilicht angewendet
(mit einer Wiederholungsrate von 5ms; Signal V; in Abbildung 3.3). Wie beim PAM soll ein
direkter EinflufS des aktinischen Lichts auf die Antwort auf das Mefilicht vermieden wer-
den, da dies zu einer Fehlinterpretation der Prozesse im Blatt fithren wiirde. Aus diesem
Grund wird in der Dunkelphase des Mefilichts die Hintergrundlicht-Regelung aktiviert. Das
Umschalten von einem Mode in den anderen geschieht mit Hilfe von S&H-Bausteinen, die
durch die in Abbildung 3.3 dargestellten Signale gesteuert werden.

Der FC-Regelkreis startet mit der Fluoreszenz-Messung durch den Fluoreszenz-Detektor
(OP1 in Abbildung 3.2), vor dem wie beim PAM ein RG9-Filter zur Trennung von Mef3-
licht und Fluoreszenzlicht sitzt. Am Ausgang des Detektors ergibt sich eine Spannung zwi-
schen 30 und 200mV. Dieser Wert wird mit der vorher festgelegten Sollwert-Spannung ver-
glichen. Die Differenz wird durch OP 3 verstarkt und dazu benutzt, die Intensitdt der LED
(660nm, Oshino, OL-SUR 14180-T) zu regeln. Wenn die Ringverstirkung grofs genug ist,
wird die Intensitdt der LED so eingestellt, dafs die Differenz zwischen Sollwert-Spannung
und Fluoreszenz-Signal Null wird. Die Amplitude des Stroms, der die LED regelt, wird als
Maf3 fiir die Intensitdt des Mefllichts und damit fiir die Fliisse aus den PS II-Antennen be-
nutzt. Der zeitliche Verlauf des Stroms wird mit Hilfe eines Mefsrechners aufgezeichnet.
Der Light-Clamp(LC)-Mode: Mit der FC-Maschine kénnen auch Messungen wie mit dem
PAM (konstante Mefilicht-Intensitdt, variable Fluoreszenz) durchgefithrt werden. Diese
Moglichkeit wurde in Analogie zu Fluorescence-Clamp “Light-Clamp” genannt. Dazu wird
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Abbildung 3.2.: Schematisches Schaltbild der FC-Maschine. Die gestrichelten Linien markieren die folgenden
Einheiten: BC: Hintergrundlicht-Regelung; CA: Verstirkereinheit fiir den FC-Regelkreis;
LD: Ansteuerung der Meflicht-LEDs; FD: Fluoreszenz-Detektor. OP2 + S&H 2 bewirken
eine zusatzliche Hintergrundlichtunterdriickung. Der Schalter FC/LC dient zum Umschal-
ten vom FC- in den LC-Mode (siehe Text). LC in: Spannung, um die LED im LC-Mode
anzusteuern. Vy, Vo, Vs, V4: Kontrollspannungen, deren zeitlicher Verlauf in Abbildung
3.3 dargestellt ist. S&H: Sample and Hold-Baustein, OP: Operationsverstirker.

der Regelkreis beim Schalter “FC/LC” (Abbildung 3.2) gedffnet. Um eine Meflichtintensi-
tdt von 15 ymolm~—2s~! zu erhalten, wird bei “LC in” (Abbildung 3.2) eine Spannung von
ungefdhr 1.5V angelegt. Die Spannung, die der variablen Fluoreszenz entspricht, wird am
Punkt “LC out” abgegriffen und mit dem Mefirechner aufgezeichnet.

Die Hintergrundlicht-Regelung wird mit Hilfe eines Regelkreises durchgefiihrt, der dem
FC-Regelkreis sehr dhnlich ist, mit der Ausnahme, daf am Ende keine LED angesteuert
wird. Stattdessen injiziert der Transistor T1 einen Strom in den Detektoreingang, der den
Strom der Photodiode wéhrend der Dunkelphase des Mefilichts kompensiert. Die Starke

dieses Stroms wird wihrend der Dunkelphase des Mefslichts ermittelt (wenn das Signal Vs
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(Abbildung 3.3) 5V annimmt) und wihrend der Lichtphase in den S&H-Bausteinen 4-6 ge-
speichert.

Eine zusitzliche Hintergrundlicht-Unterdriickung wird durch S&H2 und OP2 im FC-
Regelkreis bereitgestellt. Die Ausgangsspannung von OP1 in der Dunkelphase des Mefs-
lichts (die durch die Hintergrundlicht-Regelung eigentlich Null sein sollte, aber davon ab-
weichen kann, wenn das Licht zu hell ist) wird im S&H-Baustein 2 gespeichert und in der
Hellphase des Mefilichts vom Ausgangssignal von OP 1 abgezogen.

5v

ov

= 5
L LT
va 1V4

-10v

1.5ms 3.5ms 5.0ms RPF

Abbildung 3.3.: Zeitlicher Verlauf der Kontrollspannungen fiir die FC-Maschine. V: Signal, um die FC-
Regelung zu aktivieren; V: Signal, um die Hintergrundlicht-Regelung zu aktivieren; Vs:
Signal fiir die Datenaufnahme im Rechner; Vy4: Signal fiir FET 2, um die Verstirkung von
OP 1 withrend Fernrot-Lichtbeleuchtung zu vermindern. RPF: An- bzw. Ausschaltphase des
Sittigungsblitzes.

Der Mefsaufbau beinhaltet die Moglichkeit, Fernrot-Licht (A >700nm) als aktinisches Licht
zu verwenden. Da dieses Licht das RG9-Filter vor der Photodiode nahezu ungeschwécht
passiert und dadurch den Detektor tibersteuert, ist der erste Teil der Dunkelphase fiir die
Fernrot-Licht-Messung reserviert. Durch das Steuersignal V4 (Abbildung 3.3) wird die Ver-
starkung von OP 1 vermindert, indem zum normalen 1 MQ-Widerstand ein 5 k-Widerstand
parallel geschaltet wird.

Weiteres aktinisches Licht wird durch 6-18 LEDs (660 nm, Oshino, OL-SUR 14180-T) und
eine Halogenlampe (Osram, HLX 64653, 24V, 250 W, zusammen mit einem Warmefilter und
einem DT Cyan Filter) bereitgestellt.

3.2.4.3. Sittigungsblitzmethode nach Schreiber

Als standardisiertes Lichtprotokoll zur Messung charakteristischer Fluoreszenzgrofien
gilt die sogenannte Sattigungsblitzmethode nach Schreiber (Schreiber et al., 1986), die
urspriinglich fiir das von Schreiber entwickelte PAM-Gerdt erdacht wurde. Der Ablauf
des Lichtprogramms wurde aber in gleicher Form fiir die FC-Messungen verwendet. In
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Abbildung 3.4 sind Beispielkurven dargestellt, die mit der FC-Maschine im LC-Mode
(Abbildung A, PAM-dhnlich) und im FC-Mode (Abbildung B) aufgenommen wurden.
1. Zur Messung der Grundfluoreszenz Fy bzw. des maximalen Exzitonenflusses Jo muf$ das

\F'

600 | M A

400

F (a.u.)

200

J, (umol n? 8 )

0 100 200 300 400
t (s)

Abbildung 3.4.: Typischer Kurvenverlauf einer LC-Messung (A, dhnlich zur PAM-Messung) bzw. FC-
Messung (B). Das Fluoreszenzsignal F ist in relativen Einheiten (a.u.) dargestellt, das FC-
Signal |, durch die Intensitit der Regel-LED. Es wurde das folgende Lichtprotokoll verwen-
det: Die ersten 30 s ausschliefSlich Mefslicht zur Bestimmung der minimalen Fluoreszenz Fy
bzw. des maximalen Exzitonenflusses Jo. Bei 30 s Zuschalten eines Sittigungsblitzes (0.7s,
4000 pmol m=2 s=1) zur Bestimmung der maximalen Fluoreszenz Fys bzw. des minimalen
Exzitonenflusses ] ;. Bei 60's Einschalten des aktinischen Lichts von 500 pmol m=2 s~1

Auslosen der Induktionskinetik. Zusitzlich alle 20s Zuschalten von Siittigungsblitzen zur

zum

Bestimmung der maximalen Fluoreszenz F’y; bzw. des minimalen Exzitonenflusses |y im
helladaptierten Zustand. Bei 360s Ausschalten des aktinischen Licht zur Bestimmung der
Grundfluoreszenz F'y bzw. des maximalen Exzitonenflusses |y im helladaptierten Zustand
sowie zur Untersuchung der Relaxationsmechanismen.

Blatt vorher dunkeladaptiert worden sein. In diesem Fall sind alle Reaktionszentren von
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PS II gedffnet, d.h. der primdre Akzeptor Q4 ist vollstindig oxidiert. Aus diesem Grund
kann eine maximale Anzahl an Elektronen in die ETC fliefSen, die Fluoreszenz ist minimal.

2. Durch einen sidttigenden Blitz von 0.7s Dauer und einer Intensitit von «ca.
4000 pmolm—2s~1 wird Q4 vollstindig reduziert. Dies duflert sich bei einem dunkeladap-
tierten Blatt in einer maximalen Fluoreszenzantwort bzw. einem minimalen Exzitonenflufs
3. Um eine charakteristische Fluoreszenzkinetik (Induktionskurve) auszultsen, wird akti-

nisches Licht (AL, typische Intensitdten: zwischen 100 und 1200 yumolm—2s~1

; im Beispiel:
500 umolm~2s~!) zugeschaltet. Die Fluoreszenz F zeigt einen schnellen Anstieg, dem ein
langsamer Abfall mit eventuell mehreren Nebenmaxima auf einen Gleichgewichtszustand
(“ Steady-State ”) folgt. Der Exzitonenflufs ], verhilt sich dazu invers.

4. Werden wéhrend der Induktionskurve in bestimmten zeitlichen Abstdnden erneut satti-
gende Blitze auf das Blatt gegeben, so wird die maximale Fluoreszenz F’); im helladaptierten
Zustand gemessen, die im Vergleich zu Fj; durch anwachsendes nichtphotochemisches
Quenching verringert ist. Der minimale Exzitonenfluff im helladaptierten Zustand (J'5s in
Abbildung 3.4) ist durch den stdrkeren thermischen FlufS im Vergleich zum dunkeladaptier-
ten Zustand (J5s) erhoht.

5. Nach Ausschalten des aktinischen Lichtes wird die Grundfluoreszenz F’( im helladap-
tierten Zustand erreicht. F'y kann wegen des nichtphotochemischen Quenchings tiefer als
Fo liegen. Umgekehrt verhilt es sich mit dem maximalen Exzitonenflufs im helladaptierten
Zustand J'y.

Aus obigen charakteristischen Fluoreszenzgrofien konnen die photochemischen und nicht-
photochemischen Quenchingparameter

Fj,—F

_ 1
F — F!

=1--M -0 3.2

aN Fy — F (3.2)
sowie der Genty-Parameter ®. (Genty et al., 1989)
/ J—

o, = P ; r (3.3)
Fy

berechnet werden.

3.2.4.4. Gegeniiberstellung der beiden Mefimethoden

Es stellt sich die Frage, welchen Vorteil es hat, ein neues Verfahren wie die FC-Maschine zu
entwickeln, wenn es bereits ein bewéhrtes Standardverfahren wie das PAM gibt.
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Die Schwichen des PAM-Mef3verfahrens werden deutlich, wenn die Fluoreszenz als “Po-
tential” (wegen der Beziehung zum Exzitonenlevel, der die treibende Kraft fiir die Fliisse
darstellt; Abbildung 3.1) betrachtet wird. Nur in linearen Systemen (wenn die Fliisse pro-
portional zur treibenden Kraft sind) konnen die Fliisse mit Hilfe des Ohm schen Gesetzes
aus den Potentialen berechnet werden. Ein Problem, das durch die Nichtlinearitit zwischen
Fliissen und Chlorophyll-Fluoreszenz verursacht wird, ist die Variabilitdt des Skalierungs-
faktors (A Fluf/ A Signal). Wie schon von Horton (1996) diskutiert wurde, ist bei hoher ther-
mischer Deaktivierung (oder grofien Fliissen in die ETC) die Empfindlichkeit der variablen
Fluoreszenz als Mafs fiir ein zusétzliches Anwachsen in den Fliissen sehr gering. Dies kann
zur Unterschidtzung einer solchen Zunahme fiihren.

Zusitzlich wurde von Havaux et al. (1991) gezeigt, daf8 die zur Auswertung der PAM-
Mefimethode verwendeten Quenching-Parameter q, und qx nicht nur photochemische und
nichtphotochemische Prozesse widerspiegeln (wie es durch die Definition eigentlich gege-
ben ist), sondern beide Parameter sowohl photochemische als auch nichtphotochemische
Prozesse beinhalten. Walters und Horton (1993) schlugen vor, statt dieser Parameter den
Term 1/Fq - 1/Fj; zu verwenden, um Anderungen in der Aktivitit der Reaktionszentren
zu beschreiben. Wie im Anhang von Schinner et al. (2000) gezeigt wird, entspricht der Term
dem photochemischen Fluf3 J,,, wie er mit der FC-Maschine gemessen wird.

0 200 400 600 800 0 200 400 600 800

| (umol m? &t ) | (umol m?2 &t )

Abbildung 3.5.: Die Quenching-Parameter q,, (A) und qx (B) gemessen bei verschiedenen Aktinlichtinten-
sititen mit der FC-Methode (durchgezogene Linie) und der LC-Methode (gestrichelte Linie).
Es ist der Mittelwert aus fiinf Messungen dargestellt.

Zur Uberpriifung der Giiltigkeit der neuen Methode wurden sowohl mit dem LC-Verfahren
als auch mit dem FC-Verfahren die charakteristischen Parameter q,, qy und ®. bestimmt
und miteinander verglichen. Die Abbildungen 3.5 und 3.6 zeigen q,, qy und ®., die
aus Kurven wie in Abbildung 3.4 bei Aktinlichtintensitdten von 100, 200, 350, 500 und
700 pmolm~2s~! berechnet wurden. Fiir die Berechnung wurden die Gleichungen 3.1, 3.2
und 3.3 (fiir die LC-Methode) und die entsprechend fiir die FC-Methode im Anhang A ab-
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geleiteten Gleichungen A.29, A.30 und A.23 verwendet.

0.6}

0 200 400 600 800

| (umol m? &t )

Abbildung 3.6.: Der Genty-Paramter ®, gemessen bei verschiedenen Aktinlichtintensititen mit der FC-
Methode (durchgezogene Linie) und der LC-Methode (gestrichelte Linie). Es ist der Mit-
telwert aus fiinf Messungen dargestellt.

Zwischen den numerischen Ergebnissen der beiden Methoden gibt es keinen Unterschied.
Dies war auch zu erwarten, da die Charakteristiken des Blattes nicht von der MefSmethode
abhéngig sein sollten. Im folgenden werden einige Beispiele gezeigt, bei denen mit der FC-
Methode eine bessere Auflosung der zugrundeliegenden Prozesse erzielt werden kann.

UF (au.)

[y
o

0 100 200 300 400
t(s)

Abbildung 3.7.: Invertierung der in Abbildung 3.4 A dargestellten Kurve. Das Ergebnis dhnelt der mit der
FC-Methode aufgenommenen Kurve in Abbildung 3.4 B.

Der mathematische Hintergrund der FC-Methode, der im Anhang A genauer abgehandelt
wird, ergibt, dafd die FC-Daten und die LC-Daten durch Inversion ineinander umgewandelt
werden konnen (Gleichung A.20). Dies wird auch bei den in Abbildung 3.4 dargestellten
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3.2 FLUORESZENZMESSUNGEN

Mefsdaten ersichtlich. Wird die mit der LC-Methode aufgezeichnete Kurve invertiert, ergibt
sich ein dhnliches Bild wie bei der FC-Messung (Abbildung 3.7).

Interessant ist der Bereich bei 360s, wenn das aktinische Licht ausgeschaltet wird. Hier, bei
hohen Fliissen aus den PS II-Antennen, ist der Sprung von F auf F'y (Abbildung 3.4 A) weni-
ger stark ausgepréagt als der Sprung von J, auf ]’y (Abbildung 3.4 B). Abbildung 3.7 zeigt, dafs
die Information auch in der LC-Kurve enthalten ist und durch Inversion sichtbar gemacht
werden kann. Dies geschieht allerdings mit einem Verlust an Genauigkeit.

Daf? die Relaxationsprozesse nach Ausschalten von aktinischem Licht ein typisches Anwen-
dungsgebiet fiir die FC-Methode sind, zeigt auch Abbildung 3.8.
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Abbildung 3.8.: Analyse der Quenching-Mechanismen vor und nach dem Ausschalten von aktinischem Licht
(I =500 pmol m=2 s=1). (A) Veranschaulichung, daf das nichtphotochemische Quenching
direkt nach Ausschalten des aktinischen Lichts konstant bleibt. (B) Aufzeigen zweier ver-
schiedener nichtphotochemischer Quenchingmechanismen (A] pr und AJ,) mit unterschied-
lichem Zeitverhalten und unterschiedlichen Auswirkungen auf |y und Jo. AJ,: Anderung
im Gesamtflufd nach Ausschalten des aktinischen Lichts.

In Abbildung 3.8 A wird ersichtlich, dafd direkt nach Ausschalten des aktinischen Lichts zwar

31



MATERIAL UND MESSSYSTEME

ein Sprung des Gesamtflusses auf den Wert ]’y stattfindet, aber die nichtphotochemischen
Fliisse sich bis zum ersten Sattigungsblitz nach Ausschalten des Aktinlichts nicht verdndert
haben (J'ar (vor AL aus) = J' M (nach AL aus))- Dies ist eine sehr klare Demonstration des unter-
schiedlichen Zeitverhaltens von photochemischem und nicht-photochemischem Quenching.
Es 1af3t sich dadurch erkldren, dafs der am schnellsten relaxierende Prozefs des nichtphoto-
chemischen Quenchings (das Energy-Quenching) durch die Zeitkonstante der Relaxation
des pH-Gradienten tiber der Thylakoidmembran bestimmt ist (Hansen et al., 1993), wah-
rend die Zeitkonstanten des photochemischen Quenchings schneller sind.

Abbildung 3.8 B zeigt Details, die mit der LC-Methode kaum aufgenommen werden kénnen.
Wihrend der photochemische Flufs in der gesamten Relaxationsphase nach Ausschalten des
aktinischen Lichts (bei t=360s) anndhernd konstant bleibt, &Zndert sich der Wert von ],
(AJ ), bis er fast den Wert ], vor Beleuchtung mit aktinischem Licht erreicht hat. Zwei Be-
obachtungen sind bei diesem Verhalten interessant:

1. Durch die beinahe gleich grofie Amplitude von AJ, und AJ’j; wird deutlich, dafd das
Energy-Quenching sowohl auf Fy; als auch auf Fy Auswirkungen hat (Bilger und Schreiber,
1986; Dau und Hansen, 1988, 1990).

2. Im Vergleich zum photochemischen Flufs vor Aktinlichtbeleuchtung ist ]’ (nach AL aus) UM
ca. 12 % vermindert. Aufschluf3 tiber die fehlenden 12 % ergibt sich aus der Beobachtung,
daf3 der nichtphotochemische Fluf$ nicht auf seinen urspriinglichen Wert vor Aktinlichtbe-
leuchtung zurtickfillt, wie es durch die untere gestrichelte Linie angedeutet ist. Der zusatz-
liche nichtphotochemische Flufs AJ,. hat dieselbe Grofsenordnung wie die fehlenden 12 % im
photochemischen Flufs J’,,. Dieses Verhalten deutet auf einen Prozefs hin, der ein Quenching
in den Reaktionszentren verursacht. Inwieweit es sich dabei um Photoinhibitionsquenching
handelt, miifste durch weitere Messungen untersucht werden.

Zusammenfassend laf3t sich feststellen, dafs die FC-Maschine Ergebnisse liefert, die zu denen
der LC-Methode konsistent sind. Jedoch ergibt sich bei der FC-Methode ein direkteres Bild
der zugrundeliegenden Fliisse. Das bessere Auflosungsvermogen basiert auf dem giinstige-
ren Skalierungsfaktor (Gleichung A.27) bei hohem Quenching. Im Gegensatz dazu liefert die
LC-Methode bessere Ergebnisse unter Bedingungen, bei denen geringes Quenching auftritt
(weniger offene Reaktionszentren, niedrige thermische Deaktivierung).

Weitere Details sind bei Schinner et al. (2000) dargestellt.

3.3. Sauerstoffmessungen mit der Clark-Elektrode

Wie in Kapitel 2 beschrieben finden in den Pflanzenzellen Prozesse statt, die Sauerstoff er-
zeugen oder verbrauchen.

Eine Messung der Netto-Sauerstoffbilanz ist mit Hilfe der Clark-Elektrode von Hansatech
(LD2/2, Bachofer) moglich. Der schematische Aufbau der MefSkammer ist in Abbildung 3.9
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dargestellt.

Halogenlicht

/ LED’s

Detektor

Blattscheibe

Gashahn

Fenster /
i

Platinkathode — | mdhaner

Silberanode —]

Abbildung 3.9.: Schematischer Aufbau der modifizierten Clark-Elektroden-Einheit von Hansatech. Das kreis-
runde Blattstiick befindet sich auf runden Abstandhaltern zwischen oberem und unterem
Segment der Apparatur. Der Oa-Sensor liegt unterhalb des Blattes, wobei die Platinkatho-
de der Atmosphiire der Blattkammer ausgesetzt ist. Uber die Kuppel wird durch LEDs und
Halogenlicht das aktinische Licht und das MefSlicht fiir die FC-Messungen bereitgestellt. Ein
Detektor mifit die vom Blatt zuriickgestrahlte Fluoreszenz. Die schwarzen Punkte stellen
Dichtungs-O-Ringe dar.

Die eigentliche Clark-Elektrode besteht aus einer 2mm grofsen Platinkathode und einer Sil-
beranode, die beide in einen Plexiglaskorper eingefafst sind. Die Kathode ist der Atmosphére
der Blattkammer ausgesetzt. Ein Elektrolyt stellt die Verbindung zwischen Anode und Ka-
thode her. Mit einem Applikator, iiber den ein O-Ring gestiilpt ist, wird eine Teflonmembran
(PTFE-Folie, 12.5 um dick, Bachofer) der Gréfle 2x2 cm? auf die Elektrode gespannt. Die Tef-
lonmembran ist sauerstoffdurchlédssig. Eine von aufien angelegte Spannung von 0.6 bis 0.7V
liefert die treibende Kraft fiir die an der Platinkathode und der Silberanode stattfindenden
Reaktionen:
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e an der Platinkathode:
Oy +2HO+2e™ — Hy05 +20H™
Hs05 +2e= — 20H™

e an der Silberanode:
4Ag+4ClI7 — 4AgCl+4e”

Durch obige Reaktionen entsteht ein zum Sauerstoffverbrauch an der Kathode proportiona-
ler Strom. Dieser ldfst sich im Strom-Spannungswandler in eine Spannung umwandeln und
mit Hilfe des Mefsrechners aufzeichnen.

Abbildung 3.9 zeigt den gesamten Mefsaufbau, der Parallelmessungen von Sauerstoff (mit
der Clark-Elektrode) und Fluoreszenz (mit der FC-Maschine) moglich macht. Dazu wurde
die die handelstibliche Kammer der Clark-Elektrode modifiziert. Der untere Teil blieb unver-
andert, der obere Teil wurde durch eine Kuppel ersetzt, in deren Bohrungen bis zu 20 LEDs
zur Erzeugung des aktinischen Lichts bzw. des Mefilichts eingesetzt wurden. Sie beleuch-
ten die 962 mm? grofle, kreisrunde Blattscheibe, die sich in der “Blattkammer” (dem Bereich
zwischen oberem und unterem Segment) befindet.

Tylan
FC 2900

100%
0O,

Tylan
FC 2900

Kontrollgerat

100%
N2

Tylan
FC 280SA

100%
Co,
Abbildung 3.10.: Schematischer Aufbau zur Einstellung spezieller Gasatmosphiiren. Uber ein Kontrollge-
rit lassen sich die Durchfluffwerte fiir die Tylan-Regler einstellen. Von den Reglern fiih-
ren COq-dichte Schliuche zur Blattkammer des Mefiaufbaus. COq-dichte Schliuche fiihren

ebenfalls von den Gasreglern zu den Gasflaschen (No, CO2 und O»), die als Kreise ange-
deutet sind.

Das fiir die Sattigungsblitze (Abschnitt 3.2.4.3) und teilweise auch als aktinisches Licht beno-

tigte Halogenlicht wurde durch einen Lichtleiter geleitet. Mit einer Stativhalterung konnte
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der Lichtleiter {iber der Linse, die sich tiber der Kuppel fiir die LEDs befindet, positioniert
werden. Die Linse gewihrleistet die optimale Ausleuchtung des Blattes.

Mit dem Detektor, vor den ein RG9-Filter positioniert ist, wurde die vom Blatt zuriickge-
strahlte Fluoreszenz gemessen.

In der 5.22 ml grofien Kammer der Clark-Elektroden-Einheit lassen sich verschiedene Gasat-
mosphédren durch Flutung mit entsprechenden Gaskonzentrationen einstellen (Abbildung
3.10). Das Gas gelangt durch spezielle CO,-dichte Schlduche (Polyethylen und Teflon), die
mit den Gasreglern verbunden sind, tiber einen der beiden Gashédhne in die Kammer. CO2-
dichte Schlduche fiihren ebenfalls von den Gasreglern zu den Gasflaschen (N2, CO, und O3),
die als Kreise in Abbildung 3.10 angedeutet sind.

Die Gaszusammensetzung wird iiber drei Gasfluiregler (Tylan, Eching) kontrolliert. Uber
ein Kontrollgerat (Briining, 1990) lassen sich die entsprechenden DurchflufSwerte einstellen.
Die Eichung der Tylan-Regler ist gasspezifisch, da sie mit der Warmekapazitit des Gases
zusammenhdngt. Durch Auffangen des Gases in einem invertierten, wassergefiillten Mef3-
zylinder muf8 die Eichung fiir jedes Gas ermittelt werden.

3.4. Absorptionsmessungen bei A =505nm

Die zeitliche Anderung des Xanthophylls Zeaxanthin (Kapitel 2.2.1) unter Lichteinwirkung
kann durch Absorptionsdnderungen bei A =505nm bestimmt werden (Bilger et al., 1989).
Fiir Messungen dieser Art wurde der von Bendixen (Bendixen, 1998; Bendixen et al., 2001)
entwickelte Mefsaufbau verwendet.

Das Meflicht von ca.0.7 umolm~2s~! an der Blattoberfliche wurde durch sieben blaue
LEDs (OL-ESB 41510, Oshino, A =450nm, moduliert mit 100 Hz) in Kombination mit einem
505 nm-Interferenzfilter (Ao = 505.5 nm, Transmission = 46 %, Halbwertsbreite = 7.2 nm, Firma
Schott) bereitgestellt. Zum Zeitpunkt der Entwicklung des Meflaufbaus standen keine LEDs
zur Verfiigung, deren Intensitdtsmaximum bei 505 nm liegt. Als Alternative wurden LEDs
verwendet, deren Intensitditsmaximum in der Ndhe von 505 nm liegt. Oben genannte LEDs
sind sehr breitbandig, weshalb es moglich ist, eine ausreichende Lichtintensitédt aus der Flan-
ke herauszugreifen. Dies kann mit dem benutzten, stark begrenzenden Interferenzfilter mit
moglichst hoher Transmission erfolgen.

Das Licht vor (Referenzsignal) und hinter dem Blatt (Absorptionssignal) wurde mit Hilfe
von Photodioden (51723-04, Hamamatsu) gemessen. Das Absorptionssignal wurde vom ent-
sprechend abgeschwichten Referenzsignal abgezogen. Die Differenzbildung, die bei kleinen
Schwankungen (1073) die Quotientenbildung ersetzen kann, diente dazu, Schwankungen in
der Mefilichtintensitdt zu eliminieren.

1

Das aktinische Licht mit einer Intensitit von 500 zmolm~—2s~! wurde von der bereits im

Zusammenhang mit den Fluoreszenz- und Sauerstoffmessungen genannten Halogenlampe
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(Osram, HLX 64653, 24V, 250 W) bereitgestellt. Sowohl das Mefilicht als auch das aktinische
Licht wurden tiber einen Lichtleiter (Scholly Spezial) an die Blattoberflache gebracht.

Ziel der Messungen ist es, Aussagen tiber relative Absorptionsanderungen wihrend der Ex-
perimente zu machen. Das absolute Absorptionssignal ist allerdings stark von der Blattdicke
bzw. vom Chlorophyllgehalt abhiangig. Aus diesem Grund wurde eine implizite Normie-
rung auf den Chlorophyllgehalt eingefiihrt, indem zu Beginn jeder Messung hinter der Blatt-
probe das gleiche Detektorsignal eingestellt wurde.

Die absorptionsbedingte Signaldifferenz wurde zur Gldttung bzw. Verminderung des Signal-

rauschens in einer Integratorstufe verarbeitet und mit dem Mefirechner aufgenommen.
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4. Unterschiedliche Resistenz von nitrat- und
ammoniumerndhrten Pflanzen gegeniiber
Lichtstrefs

Pflanzen, die mit verschiedenen Stickstofformen (Nitrat oder Ammonium) in der Nahrl6-
sung geziichtet werden, zeigen eine unterschiedliche Resistenz gegeniiber hohen Lichtin-
tensitaten. Wie in der Einleitung besprochen, ist es Aufgabe dieser Arbeit, im Rahmen eines
DFG-Projekts zusammen mit dem Institut fiir Pflanzenerndhrung der Universitat Kiel Hin-
weise auf mogliche Ursachen fiir die Beobachtung zu finden, dafs ammoniumernéhrte Pflan-
zen weniger resistent gegentiber Lichtstrefs sind als nitraterndhrte.

Wie in Kapitel 5 gezeigt wird, werden Ammonium und Nitrat an verschiedenen Stellen der
Pflanze assimiliert: Ammonium in den Wurzeln, Nitrat hauptsdchlich in den Chloroplasten
und dem Cytosol. Hieraus ergibt sich die Vermutung, daff der Einflufd von Nitrat auf photo-
synthetische Prozesse eine wichtige Rolle bei der unterschiedlichen Resistenz der Pflanzen
gegeniiber Lichtstrefs spielt.

4.1. Stand der Forschung

Einige Vorgangerarbeiten im Rahmen des Stickstoffprojekts beschiftigten sich bereits damit,
die Ursachen fiir das unterschiedliche Strefiverhalten von nitrat- und ammoniumernéhrten
Pflanzen zu finden. Zum Verstindnis der Intention dieser Arbeit wird im folgenden Ab-
schnitt auf die Kernaussagen der Vorgéangerarbeiten eingegangen.

LichtstrefSuntersuchungen in der Photosynthese konzentrierten sich noch vor einigen Jah-
ren auf Photosystem II (Aro et al., 1993; Lavergne und Leci, 1993; Park et al., 1995; Shen
et al., 1996). Dies liegt zum einen am guten mefitechnischen Zugang tiber die Chlorophyll-
Fluoreszenz als auch an der Vermutung, dafs PS II mit dem empfindlichen D1-Protein von
Lichtstrefs unmittelbar betroffen sein miifste (Andersson et al., 1992; Barber und Andersson,
1991; Baroli und Melis, 1996). Besonders die thermische Deaktivierung in Form der bei-
den nichtphotochemischen Quenchingmechanismen, Energy-Quenching und Photoinhibi-
tion (Kapitel 3.2.2), steht hdufig im Zentrum der Untersuchungen.

Energy-Quenching qr spielt als thermische Deaktivierung des S;-Zustandes (Kapitel 3.2.1)
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fir PS II eine wichtige Rolle. Sind die Pflanzen jedoch iiber lingere Zeit hohen Lichtinten-
sitdten ausgesetzt, kann es zu einer Inaktivierung des photosynthetischen Apparates, der
Photoinhibition, kommen. Sie tritt auf, wenn die Pflanzen tiberschiissige absorbierte Licht-
energie nicht mehr tiber k; (Abbildung 3.1) in ausreichendem Mafie in Warme umwandeln
konnen. Inaktive (inhibierte) Reaktionszentren werden als eine Runterregelung des Photosy-
stems betrachtet (Giersch und Krause, 1991), da diese Photozentren ebenfalls die Anregungs-
energie deaktivieren (q;) (Lavergne und Leci, 1993; Ort und Whitmarsh, 1990). Mefstechnisch
konnen die beiden Mechanismen durch ihr Zeitverhalten unterschieden werden: Wahrend
qr im Sekundenbereich relaxiert, bleibt q; tiber Stunden bestehen (Horton, 1996; Bendixen,
1998; Bendixen et al., 2001).

4.1.1. Untersuchung der mit Photosystem II verbundenen Schutzmechanismen

Bendixen (1998) vermutete zu Beginn seiner Arbeit, daf’ sich aufgrund der unterschiedlichen
Lichtresistenz von nitrat- und ammoniumernédhrten Pflanzen Unterschiede in den nicht-
photochemischen Quenchingprozessen zeigen miifiten. Er fand aber bei den verschieden
erndhrten Pflanzenarten keine Unterschiede im Energy-Quenching (bei einer Aktinlichtin-
tensitat von 500 umolm~2s~!) und in der Photoinhibition.

Stroma

excess . .
hv NADPH + % O+ H NADP + H,0

Thylakoid Xanthophyll
Membrane Violaxanthin Cycle Zeaxanthin

AsA DHA
Lumen
Abbildung 4.1.: Darstellung des Xanthophyll-Zyklus. Unter starker Lichteinwirkung wird das an den PS II-
Komplex gebundene Violaxanthin unter Mitwirkung von Ascorbat (AsA) zu Zeaxanthin
reduziert. In Dunkel- oder Schwachlichtphasen wird dieser Prozef durch die Epoxidase um-
gekehrt. Die Enzyme sind pH-requliert. (Alscher et al., 1997).

FEine bedeutende Rolle in der thermischen Deaktivierung von Anregungsenergie in den
Antennenkomplexen der Photosysteme spielt die Bildung von Zeaxanthin, einem Schutz-
Carotinoid (Abbildung 4.1, Demmig-Adams, 1990; Verhoeven et al., 1997). Aus diesem
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Grund wurde von Bendixen (Bendixen, 1998; Bendixen et al., 2001) und auch im Rahmen
dieser Arbeit (Kapitel 7.4) mit Hilfe von Absorptionsmessungen bei A =505nm die Bildung
von Zeaxanthin untersucht.

Die Messungen ergaben eine starke Zeaxanthinbildung in nitraterndhrten Pflanzen, die ab-
hidngig von der eingestrahlten Lichtintensitdt war. Bei den ammoniumerndhrten Pflanzen
trat hingegen nur eine dufierst geringe Zeaxanthin-Bildung auf. Nach Zugabe von Ascorbat
(AsA), einem wichtigen Kofaktor zur Bildung von Zeaxanthin (Abbildung 4.1), waren al-
lerdings auch die ammoniumerndhrten Pflanzen in der Lage, licht-stimuliert Zeaxanthin zu
bilden.

DTT (Dithiothreitol), ein Inhibitor der Zeaxanthin-Bildung (Adams et al., 1990; Bilger und
Bjorkman, 1990; Neubauer, 1993; Pfiindel und Bilger, 1994), bewirkte bei den nitraterndhrten
Pflanzen eine Abnahme der Zeaxanthin-Bildung mit einer gleichzeitigen Zunahme der Pho-
toinhibition. Dies 1af3t darauf schlieflen, dafy die Zeaxanthin-Bildung in den nitraterndhrten
Pflanzen in Ubereinstimmung mit der Literatur einen Schutzmechanismus gegen Lichtstref3
darstellt.

Unklar ist, welchen Schutzmechanismus die ammoniumerndhrten Pflanzen besitzen. Da kei-
ne erhohte Photoinhibition auftritt, sind andere Mechanismen in Betracht zu ziehen. Ein Er-
klarungsansatz ist der eines mit gesteigertem Umsatz arbeitenden Reparaturzyklus. Ein sol-
cher Reparaturzyklus wiirde hohe “metabolische Kosten” verursachen, was sich u.a. auch in
einem Mangel an Ascorbat (AsA) duflern konnte.

Um diese Hypothese ndher zu untersuchen, wurden biochemische Untersuchungen ge-
macht, die sich darauf konzentrierten, den Ascorbatmangel von Ammoniumpflanzen niher
zu untersuchen.

4.1.2. Lipidperoxidation und Aktivitdt von radikalfangenden Enzymen

Biochemische Untersuchungen (Zhu et al., 2000) ergaben eine Abnahme des Ascorbat-
Gehalts bei ammoniumerndhrten Pflanzen, die unter Starklichtbedingungen angezogen
wurden. Gleichzeitig wurde eine erhohte Lipidperoxidation sowie eine erhchte Aktivi-
tat der vier HyOs-fangenden Enzyme (Ascorbat-Peroxidase (APX), Monodehydroascorbat-
Reduktase (MDHAR), Dehydroascorbat-Reduktase (DHAR), Glutathion-Reduktase (GR),
Abbildung 4.2) beobachtet.

Reaktiver Sauerstoff kann auch in den Peroxisomen und den Mitochondrien entstehen. Auch
dort laufen dhnliche Detoxifizierungsprozesse ab, wie sie in Abbildung 4.2 fiir den Chloro-
plasten dargestellt sind. Zu Beginn des Projekts stand jedoch die Mehler-Reaktion an PS I
(Abbildung 4.2) als mogliche Hauptverursacherin des Ascorbatmangels und der erhohten

Lipidperoxidation in ammoniumernéhrten Pflanzen im Zentrum der Untersuchungen.
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Abbildung 4.2.: Detoxifikation der Sauerstoffradikale in den Chloroplasten. Beim Detoxifikationsprozef§ an
der Thylakoidmembran findet unter Beteiliqung der Superoxiddismutase (SOD) eine Dis-
mutationsreaktion statt. Hierbei entsteht Wasserstoffsuperoxid (HoOz). Dies wird unter Be-
teiligung des Enzyms Ascorbatperoxidase (tAPX), das an die Thylakoidmembran gebunden
ist, durch Ascorbat (AsA) reduziert. Dabei wird gleichzeitig Monodehydroascorbat (MDA)
gebildet. Fiir die Regeneration von Ascorbat aus MDA sind Elektronen von PS I notwendig.
Im stomatiren DetoxifikationsprozefS entsteht unter Beteiligung der SOD und der stomatii-
ren sAPX ebenfalls MDA. Dieses Radikal kann durch die Monodehydroascorbat-Reduktase
(MDHAR) in Ascorbat (AsA) umgewandelt werden. Die Reduktion von Dehydroascorbat
(DHA) zu Ascorbat (AsA) wird durch die Dehydroascorbat-Reduktase (DHAR) tiber den
Ascorbat-Glutathion-Weg katalysiert. Dazu wird NADPH aus der photosynthetischen Elek-
tronentransportkette benotigt. (Alscher et al., 1997).

4.1.3. Unterschiedliche Aktivitit der Mehler-Reaktion

Eine direkte mefstechnische Erfassung der Mehler-Reaktion in intakten Blittern ist sehr
schwierig. In Vorgédngerarbeiten (Tabrizi, 1997; Schinner et al., 1998) wurden simultan FC-
und photoakustische Messungen durchgefiihrt. Hierbei wird der mit der FC-Maschine ge-
messene Elektronenflufs am PS II mit der photoakustisch bestimmten Sauerstoffentwicklung
verglichen. Die Photoakustik hat den Vorteil, dafd sie nur Prozesse detektiert, die innerhalb
von 35ms nach einem Lichtpuls ablaufen. Eine mogliche Beteiligung der Photorespiration
kann dann ausgeschlossen werden, da dieser Prozefs erst ca. 100ms nach einem Lichtpuls
auftritt und somit keinen Einflufs auf die im Zeitbereich von 35 ms gemessenen Photoakustik-
Antworten hat.

Die Schemata der Photosynthese (Abbildung 2.2) zeigen eine strenge Kopplung zwischen
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Abbildung 4.3.: Das Verhiltnis von photoakustisch bestimmter Sauerstoffentwicklung zu Elektronenflufs
(Do, /Jp) in nitrat- und ammoniumernihrten Bohnenblittern. Zum besseren Vergleich wur-
de der erste Punkt jeder Kurve auf 1 gesetzt. Gemeinsame Messung mit Tabrizi (1997).

der Sauerstoffentwicklung und dem Elektronenflufl an PS II. Abweichungen von dieser
Kopplung kénnen bei der Nettosauerstoffentwicklung auftreten, wenn der am PS II entstan-
dene Sauerstoff von der Mehler-Reaktion wieder eingefangen wird (Abbildungen 2.2 und
4.2, Schreiber und Neubauer, 1990).

Abbildung 4.3 zeigt den Quotienten aus Sauerstoffentwicklung und Elektronenflufy bei
nitrat- und ammoniumernihrten Bohnenblittern. Hieraus wird ersichtlich, daf8 der Os-
Verbrauch der ammoniumerndhrten Pflanzen grofser ist als der der nitraterndhrten Proben.
Dies wurde als Indiz fiir eine hohere Aktivitat der Mehler-Reaktion bei Ammoniumpflanzen
gedeutet.

4.1.4. Unterschiedliche Gruppen von PS I-Akzeptoren

Da sich aus den Messungen der Mehler-Reaktion herauskristallisierte, dafd sich dieser Elek-
tronenakzeptor hinter PS I bei nitrat- und ammoniumerndhrten Pflanzen unterschiedlich
verhielt, wurde untersucht, ob dies auch fiir die anderen Elektronenakzeptoren gilt und in-
wieweit sich diese in ihrer Wirkungsweise gegenseitig beinflussen.

In der vorangegangen Diplomarbeit (Schinner, 1997) wurde daher mit Hilfe der FC-Methode
die Stimulierbarkeit von PS I in nitrat- und ammoniumerndhrten Bohnen gemessen. Dabei
wurden auch die Inhibitoren Antimycin A zur Inhibition des zyklischen Transportes um PS I
und Glyceraldehyd zur Inhibition des Calvin-Zyklus eingesetzt.
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4.1.4.1. Stimulierbarkeit von PS I in Abhidngigkeit von Antimycin A und Glyceraldehyd

PS I 14f3t sich selektiv mit fernrotem Licht (FR-Licht, A > 700nm) anregen. Dies bewirkt eine
Saugwirkung von PS I auf die ETC, die zu einer verstdarkten Reoxidation von Q , fiihrt. Der
damit verbundene zusitzliche Elektronenflufs dient als Maf$ fiir die Stimulierbarkeit der un-
terschiedlichen PS I-Akzeptoren.

Unter Kontrollbedingungen traten keine Unterschiede in der Stimulierbarkeit von PS I zwi-
schen nitrat- und ammoniumernihrten Bohnenblédttern auf. Bei nitrat- und ammoniumer-
ndhrten Bohnenblattern, die mit 5 M Antimycin A inhibiert wurden, liefs sich im Vergleich
zu den Kontrollmessungen kein Antimycin A-Effekt bei den ammoniumernahrten Bladttern
erkennen. Bei den nitraterndhrten Bldttern hingegen trat eine verminderte Stimulierbarkeit
von PS T auf.

Bei Messungen an Bldttern, die mit Glyceraldehyd vergiftet wurden, trat ein gegenteiliger
Effekt ein: bei den nitraterndhrten Blattern bewirkte der Inhibitor keine Verdnderung des
PS I-stimulierten Elektronenflusses, bei den ammoniumerndhrten Bléttern trat nach Zuga-
be von Glyceraldehyd sogar eine Erth6hung des zusitzlichen Elektronenflusses im Vergleich
zur Kontrollmessung auf.

4.1.4.2. Friihere Hypothese der Stoffwechselumstellung der PS I-Akzeptoren

Zur Interpretation der Messungen wurde die Hypothese (die sich damals noch auf die Pro-
zesse im Chloroplasten konzentrierte) entwickelt, dafy es an PS I zwei Akzeptorengruppen
gibt (Abbildung 4.4):

e zyklischer Elektronentransport um PS I (Z in Abbildung 4.4), Stickstoffassimilation
(N) und Malatexport (E) bilden eine durch FR-Licht stimulierbare Gruppe von PS I-
Akzeptoren (Gruppe 1).

e Calvin-Zyklus (C in Abbildung 4.4) und Mehler-Reaktion (M) bilden eine schwach sti-
mulierbare Gruppe von PS I-Akzeptoren (Gruppe 2).

¢ unter Normalbedingungen dominiert bei Nitratpflanzen Gruppe 1 (Abbildung 4.4 A),
bei Ammoniumpflanzen Gruppe 2 (Abbildung 4.4 D).

Die Giftwirkungen lassen sich mit diesen drei Annahmen wie folgt erkldren:

e Antimycin A blockiert bei Nitratpflanzen den zyklischen Elektronentransport. Das
senkt die Aktivitat der ersten Gruppe und verlagert sie auf die zweite. Diese ist we-
niger durch FR-Licht stimulierbar (Abbildung 4.4 B). Dadurch wird die FR-Antwort
vermindert. Bei den Ammoniumpflanzen tritt dieser Effekt nicht auf, da hier Gruppe 2
sowieso dominiert (Abbildung 4.4E) .
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M

Abbildung 4.4.: Hypothese der Stoffwechselumstellung bei ammonium- bzw. nitraternihrten Pflanzen nach
Zugabe der Inhibitoren Antimycin A und Glyceraldehyd. Die Abkiirzungen bedeuten: Z: zy-
klischer Elektronentransport, C: Calvin-Zyklus, N: Nitratreduktase, E: Export=Malatventil,
M: Mehler-Reaktion. Die Dicke der Striche deutet die Ausprigung des jeweiligen Prozesses
an.

e Glyceraldehyd verdndert wenig bei den NOj3 -Pflanzen (Abbildung 4.4 C). Es wird
zwar die Aktivitit des Calvin-Zyklus vermindert, das kann aber durch Z, N und E
aufgefangen werden. Bei NH; -Pflanzen hingegen verschiebt Glyceraldehyd den Stoff-
wechsel von Gruppe 2 zu Gruppe 1 (Abbildung 4.4 F). Gruppe 1 besteht allerdings bei
NH; -Pflanzen nur aus zyklischem Elektronentransport und Malatexport, da die Stick-
stoffassimilation hier eine geringe Rolle spielt. Die FR-Empfindlichkeit steigt.

Die FR-Empfindlichkeit der Bldtter war stark von der Jahreszeit abhdngig. Obige Ergebnis-
se und Diskussion beziehen sich auf Messungen an Pflanzen, die im Sommer angezogen
wurden (“Sommerpflanzen”). Im Winter waren die ammoniumerndhrten Pflanzen wesent-
lich schlechter durch FR-Licht stimulierbar. Dadurch konnte die Wirkung von Inhibitoren
auf den FR-Effekt kaum abgeschitzt werden. Nitrat-Winterpflanzen waren empfindlicher
gegeniiber Glyceraldehyd als gegeniiber Antimycin A. Es wurde angenommen, dafs der jah-
reszeitliche Unterschied darin liegt, dal Gruppe 1 der PS I-Akzeptoren (Abbildung 4.4) auch
bei den Winter-Nitrat-Pflanzen schwach ausgepragt ist. Glyceraldehyd kann dann nicht zu
einer Stimulation der FR-Antwort wie bei den Ammonium-Sommerpflanzen fithren, weil
Gruppe 1 fehlt. Stattdessen fiihrt die Blockierung des Calvin-Zyklus zu einer generellen Ab-
nahme an Akzeptoren und damit zu einer Reduktion der FR-Antwort.

Bei obiger Interpretation der Ergebnisse wurde ausschliefSlich die Wirkung der Inhibitoren
auf die Prozesse innerhalb des Chloroplasten berticksichtigt. Der Effekt von Antimycin A
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auf den Cytochrom-Weg in den Mitochondrien sowie die Wirkung von Glyceraldehyd auf
die Photorespiration mit Auswirkungen auch auf die Peroxisomen und Mitochondrien wur-
den aufler Acht gelassen. Auch die erhohte Lipidperoxidation und die erhohte Aktivitat der
vier HyOs-fangenden Enzyme wurde hauptsachlich auf eine starkere Aktivitat der Mehler-
Reaktion in den Chloroplasten zuriickgefiihrt. Inwieweit dies zuldssig war, wird sich auf

Grundlage der Ergebnisse dieser Dissertation zeigen.
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5. Lokalisierung der Stickstoffassimilation in
den verwendeten Buschbohnen

Ammonium bzw. Nitrat stellen ca. 80 % der gesamten Ionen dar, die von der Pflanze tiber
die Wurzeln aufgenommen werden (Marschner, 1995). Die Form des Stickstoffangebots hat
also einen starken Einfluf§ auf die Aufnahme anderer Kationen und Anionen sowie die zel-
luldre pH-Wert-Regulierung und den Energiestoffwechsel in den Wurzeln. AufSerdem wird
vermutet, dafy Nitrat nicht nur als Nahrstoff dient, sondern als Signalstoff stimulierend auf
das Wachstum der Wurzeln wirkt (Zhang et al., 1999).

Bei Ammoniumerndhrung wird der Stickstoff in der Wurzel assimiliert, wahrend die Nitrat-
assimilation sowohl in den Wurzeln als auch in den Blittern stattfinden kann (Abbildung
5.1). Bei den meisten ausgewachsenen krautigen Pflanzen tragen die Blitter den Hauptanteil
der Nitratassimilation. Bei vielen Holzpflanzen hingegen ist die Nitratassimilation auf die
Wurzeln konzentriert (Heldt, 1999).

Im folgenden Abschnitt soll gekldrt werden, ob die Nitratassimilation der verwendeten
Buschbohnen hauptséchlich in den Blédttern oder in den Wurzeln stattfindet. Damit wird
tiberpriift, ob die notigen Voraussetzungen vorliegen, im Hinblick auf stickstoffspezifische
Unterschiede Messungen an Blédttern vorzunehmen.

Ein guter Indikator fiir die in der Wurzel stattfindenden Prozesse ist die Sauerstoffaufnahme,
die sogenannte Wurzelatmung. Da bei Ammoniumerndhrung die Assimilation auf jeden Fall
in der Wurzel stattfindet (Abbildung 5.1), haben ammoniumernédhrte Pflanzen einen hohen
Bedarf an Reduktionsdquivalenten und ATP in den Wurzeln (Salsac et al., 1987; Marschner,
1995). Dies zeigt sich iiber die Sauerstoffaufnahme (Cramer und Lewis, 1993).

Auflerdem wurde bei hohen Ammoniumkonzentrationen ein fiir die Pflanze nutzloser Kreis-
lauf des Ammoniums beobachtet (Britto et al., 2001): Bis zu 80 % des tiber die Wurzelzel-
len aufgenommenen Ammoniums werden wieder ausgeschieden. Da die Aufnahme gegen
einen hohen Gradienten erfolgt, ist dieser Prozefs mit hohen metabolischen Kosten verbun-
den. So wurde unter diesen Bedingungen eine Zunahme der Wurzelatmung um 40 % gemes-
sen.

Wiirde die Nitratassimilation bei den nitraterndhrten Pflanzen hauptsachlich in den Blattern

stattfinden, wére ihre Dunkelatmung im Vergleich zu den ammoniumernéhrten Pflanzen ge-
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Abbildung 5.1.: Nitratassimilation in den Wurzeln und den Blittern einer Pflanze. Das Nitrat aus dem Bo-
den wird durch die Wurzel aufgenommen. In der Wurzel kann es in der Vakuole gespeichert
oder in den Zellen der Wurzelepidermis und -cortex assimiliert werden. Das Nitrat kann
aber auch iiber den Transpirationsstrom durch die Xylemgefiifie in die Mesophylizellen ge-
langen. Dort kann eine Zwischenspeicherung in der Vakuole stattfinden. Im Cytosol erfolgt
die Reduktion des Nitrats zum Nitrit und in den Chloroplasten zum NHZ, aus dem die Ami-
nosiuren gebildet werden (Heldt, 1999). Zusiitzlich ist die Aufnahme von Ammonium aus
dem Boden eingezeichnet.
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ringer. In der Literatur gibt es unterschiedliche Angaben tiber den Umfang der Erhchung der
Dunkelatmung bei Ammoniumerndhrung in Abhangigkeit von den Aufzuchtbedingungen
und den verwendeten Stickstoffkonzentrationen. So fanden Mata et al. (1996) bei Korkeiche
(Quercus suber) keinen Unterschied in der Wurzelatmung in Abhéngigkeit von der angebo-
tenen Stickstoffvariante, da es sich hierbei um eine Holzpflanze handelt, die auch Nitrat in
der Wurzel assimiliert. Marschner (1995) hingegen erwédhnt bei Gurken eine Verdopplung
der Sauerstoffaufnahme in den Wurzeln bei Ammoniumerndhrung.

Der hier durchgefiihrte Versuch fand in Kooperation mit Guo (Institut fiir Pflanzenerngh-
rung) im Split-Root-Experiment statt. Dazu wurden wihrend der Anzucht die Wurzeln in
zwei gleiche Teile geteilt und in zwei nebeneinanderstehende Behilter gesetzt. Diese Behal-
ter waren entweder beide mit Nitrat(NN)- oder Ammonium(AA)-N&hrlosung, eine Seite mit
Nitrat- und die andere mit Ammoniumnéhrlosung (NA) oder jeweils eine Seite mit Nitrat-
oder Ammoniumnéahrldosung und die andere Seite mit Stickstoff freier Nahrlosung (NO oder
AOQ) gefiillt (Kapitel 3.1).

Zur Bestimmung der Wurzelatmung wurden 150mg der Wurzelenden abgeschnitten und
in die Kammer der Clark-Elektrode gebracht. Der Sauerstoffverbrauch wurde {iber den
Zeitraum von 5min gemessen. Testmessungen ergaben, daf$ die Atmung mehr als 30 min
nach Abschneiden der Wurzeln konstant blieb. Die Rate des Sauerstoffverbrauchs wurde
bestimmt, indem die Anderung im Sauerstoffverbrauch durch das zugehérige Zeitintervall
dividiert wurde.

Abbildung 5.2 =zeigt, daff bei allen Messungen die Rate der Wurzelatmung in
Ammoniumnihrlésung deutlich héher lag, unabhingig von der Nahrlosung auf der ande-
ren Seite (Ammonium, Nitrat oder Stickstoff frei). Dies lafst darauf schliefSen, daf8 in den
Wurzeln der ammoniumerndhrten Pflanzen ein hoherer Verbrauch von Energie stattfindet
als in den nitraterndhrten Pflanzen. Diese scheinen das Nitrat hauptsichlich in den Blattern
zu assimilieren. Ob im Gegensatz dazu ihr Energiebedarf in den Blattzellen hoher ist, wird
anhand von Messungen der Dunkelatmung an Blittern in Kapitel 10 ausfiihrlicher disku-
tiert.

Unterschiede in der Wurzelatmung bei Nitrat- und Ammoniumerndhrung kénnen auch auf
eine unterschiedliche Verteilung des Cytochrom-Weges und des Alternativen Weges an der
Gesamtatmung zurtickzufiihren sein (Blacquiere, 1987). Bei Stickstoff-Mangel-Pflanzen, de-
nen Ammonium zugegeben wurde, nahm der Anteil des Alternativen Weges an der Gesamt-
wurzelatmung zu. Dies fiihrte zu einer hoheren Gesamtatmung, um dieselbe Energiemenge
zu erzeugen (Lambers et al., 1996).

Der Anteil des Alternativen Weges an der Gesamtatmung liegt in den Wurzeln bei bis zu
50 % (Marschner, 1995; Millar et al., 1998). Fiir Blattzellen werden in der Literatur Werte von
maximal 28 % fiir den Anteil der Alternativen Oxidase angegeben (Affourtit et al., 2001).
Der Alternative Weg scheint also in Wurzeln eine grofsere Rolle zu spielen als in Blattzellen.
Daher liegt es nahe, die Wurzeln mit SHAM, einem Inhibitor des Alternativen Weges, zu
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Abbildung 5.2.: Rate der Wurzelatmung im Split-Root-Experiment. NN: beide Behilter beinhalten Nitrat-
nihrlosung, AA: beide Behilter beinhalten Ammoniumnihrlosung, NA: eine Seite ist mit
Nitratnihrlosung gefiillt, die andere mit Ammoniumnihrlosung, NO/AO: eine Seite ist mit
Nitrat- bzw. Ammoniumnithrlosung gefiillt, die andere mit Stickstoff freier Nihrlosung (-N).
Die Daten stellen Mittelwerte von vier Messungen dar.

vergiften. Dazu wurden die Wurzeln der ammonium- und nitraterndhrten Pflanzen fiir zwei
Stunden in eine SHAM-Losung (8 mM) gebracht. Wiederum wurden 150 mg der Wurzelen-
den abgeschnitten und in der Kammer der Clark-Elektrode der Sauerstoffverbrauch tiber
den Zeitraum von 5min gemessen (Abbildung 5.3).

Wihrend die oben genannten Split-Root-Messungen im Sommer (Juli/August) durchge-
fihrt wurden, fanden die Inhibitionsmessungen mit SHAM im Dezember statt. Schon die
Kontrollmessungen ergeben ein anderes Bild als im Sommer (Abbildung 5.3). Die Unter-
schiede in der Atmung zwischen Nitrat- und Ammoniumernidhrung sind fast verschwun-
den. Dennoch zeigt sich in der Differenz zwischen der Wurzelatmung unter Kontrollbe-
dingungen und der Wurzelatmung unter SHAM-Vergiftung ein stickstoffspezifischer Un-
terschied, der allerdings bei Messungen im Sommer signifikanter ausgefallen wire.
Wie schon im Zusammenhang mit der vorangegangen Diplomarbeit (Schinner, 1997) in Ka-
pitel 4.1.4 erwidhnt, zeigten sich auch hier bei der Durchfiihrung der Experimente saisona-
le Unterschiede. Die stickstoffspezifischen Unterschiede waren wahrend der Wintermonate
schéacher ausgeprégt als im Frithjahr und Sommer. Dieses Phanomen wurde auch von Guo
(2001) beobachtet, der an denselben Pflanzen u.a. CO2-Gasflufimessungen durchfiihrte.
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Abbildung 5.3.: Durch SHAM inhibierte Rate der Wurzelatmung. Die Daten stellen Mittelwerte von vier
Messungen dar.

Die in diesem Abschnitt gezeigten Messungen ergaben zwei Ergebnisse:

1. Die hier verwendeten Buschbohnen erfiillen die Voraussetzung fiir die geplanten stick-
stoffspezifischen Untersuchungen an Bléttern, da bei den nitraterndhrten Pflanzen die Ni-
tratassimilation hauptsdchlich in den Bldttern stattfindet, was sich in der geringeren Wurzel-
atmung im Vergleich zu den ammoniumerndhrten Pflanzen dufsert.

2. Ein Problem sind die jahreszeitlichen Schwankungen der stickstoffspezifischen Unter-
schiede. Dieser Effekt mufs bei der Interpretation der Messungen mitberiicksichtigt werden.
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6. Unterschiede in der Blattmorphologie

Nachdem im vorherigen Kapitel tiberpriift wurde, daf$ bei den nitraterndhrten Pflanzen die
Nitratassimilation hauptsachlich in den Bldttern stattfindet und sich damit das Hauptinteres-
se der Lichtstreluntersuchungen auf die Blatter konzentrieren kann, sollen im folgenden Ab-
schnitt die morphologischen Unterschiede der Blatter ndher untersucht werden. Dies wird
auch fiir die Normierung der aus den Experimenten erhaltenen Daten wichtig sein.
Wiéahrend die Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen implizit auf die Anzahl der PS II-
Reaktionszentren normiert sind, finden die GasflufSmessungen pro Blattflache statt. Obwohl
es in der Photosyntheseforschung Standard ist, Fluoreszenz- und Gasfluffmessungen paral-
lel durchzufiihren, wird im folgenden Abschnitt genauer untersucht, ob Unterschiede in den
Mefigrofsen bei Nitrat- und Ammoniumerndhrung ausschliefSlich auf Unterschieden in der
Beschaffenheit der Bldtter und damit der Normierung basieren. Von Fryer et al. (1998) wur-
de vorgeschlagen, bei der Untersuchung unterschiedlicher Elektronenakzeptoren die Daten
eher auf den Chlorophyllgehalt zu normieren als auf die Fliche, wenn die Pflanzen unter
verschiedenen Strefsbedingungen angezogen wurden.

Es gibt zwar bereits Untersuchungen iiber die unterschiedliche Morphologie von nitrat- und
ammoniumerndhrten Pflanzen (Raab und Terry, 1994; Walch-Liu et al., 2000), es ergaben
sich aber widerspriichliche Ergebnisse, die von der verwendeten Stickstoffkonzentration,
der Jahreszeit, dem Altersstadium der Pflanzen und anderen (teilweise noch unbekannten)
Parametern abhdngen. Aus diesem Grunde war es notwendig, die wichtigsten morphologi-
schen Daten der hier verwendeten Pflanzen durch Messungen zu bestimmen.

6.1. Anzahl der Stomata und Zellen pro Blattfliche

Der Gasaustausch findet tiber die Spaltoffnungen (Stomata) statt. Deshalb ist davon aus-
zugehen, dafl die Gasflufimessungen von O; und CO; auch von der Anzahl der Stomata
pro Flache abhdngen sowie davon, ob sie eher getffnet oder geschlossen sind. Die Stomata
werden geschlossen, wenn in der Umgebung CO>-Mangel oder Wassermangel herrscht. Im
Allgemeinen muf ein Optimum erreicht werden zwischen Wasserverlust durch die Stomata
(Transpiration) und der Moglichkeit zur CO2-Aufnahme fiir die Photosynthese. Abbildung
6.1 zeigt eine gedffnete und eine geschlossene Spaltoffnung eines ammoniumernéhrten Boh-
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nenblattes.

Abbildung 6.1.: Gedffnete (links) und geschlossene Spaltoffnung eines ammoniumernihrten Bohnenblattes.
Die Aufnahme wurde mit einem Mikroskop mit 400 facher Vergrofierung angefertigt.

Fiir Aufnahmen wie diese wurde bei einem abgeschnittenen Blattstiick die Epidermis ab-
gezogen, das Blattstiick zusammen mit einem Tropfen destillierten Wassers moglichst ohne
Luftblasen zwischen 2 Glasplittchen geprefst und mit einem Mikroskop im Botanischen In-
stitut der Universitat Kiel (mit Unterstiitzung von Jon Falk, AG Krupinska) unter 400 facher
Vergrofierung betrachtet.
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Abbildung 6.2.: Anzahl der Spaltiffnungen Ns, (pro mm?) von nitrat- und ammoniumernihrten Bohnen-
blittern. Es ist der Mittelwert aus jeweils 14 Aufnahmen dargestellt.
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Mit Aufnahmen wie der in Abbildung 6.1 dargestellten wurde mit einer Mikroskopeinstel-
lung von 100 facher und 200 facher Vergrofserung die Anzahl der Stomata und Zellen pro
Flache ausgezihlt. Es ergab sich kein Unterschied in der Anzahl der Stomata pro Flache zwi-
schen den beiden Stickstofformen (Abbildung 6.2). Fiir eine Blattfliche von 962 mm?, wie sie
sich in der MefSkammer der Clark-Elektrode befindet, ergibt sich somit eine Stomata-Anzahl
von 125 060 (+ 18274) bei den nitraterndhrten Pflanzen sowie 131 794 (+ 10582) bei den
ammoniumerndhrten.
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Abbildung 6.3.: Anteil der gedffneten, geschlossenen sowie nicht bestimmbaren Spaltoffnungen (Nz/Ngyo; X:
gedffnet, geschlossen, nicht bestimmbar) von nitrat- und ammoniumernihrten Bohnenblit-
tern. Es ist der Mittelwert aus jeweils 14 Aufnahmen dargestellt.

Ein anderes Bild ergibt sich, wenn eine Unterscheidung zwischen getffneten und geschlos-
senen Spaltoffnungen gemacht wird (Abbildung 6.3). Obwohl fiir beide Stickstofformen ca.
30 % der Spaltoffnungen nicht eindeutig als gedffnet bzw. geschlossen identifiziert werden
konnten, zeigt sich, daf’ die Spaltoffnungen der ammoniumernédhrten Bldtter tendentiell eher
gedffnet sind. Dies ist in Ubereinstimmung mit den CO>-GasfluBmessungen von Guo (2001),
der eine hohere stomatdre Leitfahigkeit g; bei ammoniumernéhrten Bléttern fand (g,: 0.2
(NO3) und 0.36 (NH;) molm~2s71, siehe auch Kapitel 8.2).

Unterschiede zeigten sich auch in der Anzahl der Zellen pro Flache (Abbildung 6.4). So be-
sitzen die ammoniumerndhrten Pflanzen mehr, d.h. kleinere Zellen pro Flache. Dies konnte
eine Ursache fiir die tendentiell eher gedffneten Spaltdffnungen sein: Es miissen mehr Zellen
durch die gleiche Anzahl von Spaltéffnungen mit CO; versorgt werden.

Guo (2001) fand, dafs die Blattfliche bei ammoniumernédhrten Pflanzen kleiner ist als bei

nitraterndhrten. Dieses Ergebnis im Zusammenhang mit den kleineren Zellen 14afst auf ei-
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Abbildung 6.4.: Anzahl der Zellen N (pro mm?2) von nitrat- und ammoniumernihrten Bohnenblittern. Es
ist der Mittelwert aus jeweils 14 Aufnahmen dargestellt.

ne geringere Blattexpansion unter Ammoniumerndhrung schlieffen. Walch-Liu et al. (2000),
die dhnliche Effekte beobachteten, stellten die Hypothese auf, dafl NO; (unabhéngig von
seiner Funktion als Stickstoff-Quelle) hormonell in eine Signaliibertragungskette involviert
sein konnte, die die Blattmorphologie regelt, indem sie die Blatter mit Cytokininen versorgt.
Die Rolle des Nitrats als Signalstoff wurde auch beim Wurzelwachstum vermutet (Kapitel
5).

6.2. Anzahl der Reaktionszentren

Wie in Kapitel 2.2.1 bereits beschrieben, finden in den Reaktionszentren die lichtgetriebenen
Ladungstrennungen statt. Die Fluoreszenzmessungen sind implizit auf die Anzahl der PSII-
Reaktionszentren normiert. Gibe es einen stickstoffspezifischen Unterschied in der Anzahl
der PS II-Reaktionszentren pro Flache, so miifste dies bei einem Vergleich der Fluoreszenz-
messungen mit den Gasflufsmessungen berticksichtigt werden.

Zur Bestimmung der Anzahl der Reaktionszentren wurde die Sauerstoffentwicklung als
Antwort auf eine Abfolge von Single-Turnover-Blitzen mit der Clark-Elektrode gemessen
(Verfahren beschrieben bei Dorner, 1999). Single-Turnover-Blitze sollen zwei Anforderungen
geniigen: Sie miissen sdttigend sein, sollen aber pro Blitz nur zu genau einer Ladungstren-
nung fithren. Dazu wurden mit Hilfe einer Xenonblitzlampe (FX 134, EG&G Electro Optics
Inc., Wellesley, USA) Blitze mit einer Dauer im Mikrosekundenbereich erzeugt. Ein Recht-
eckgenerator liefert extern das TTL-Signal zum Triggern einzelner Blitze der Xe-Lampe.

In Abbildung 6.5 ist die Rate der Dunkelatmung vor den Blitzen, wahrend der Blitze und
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Abbildung 6.5.: Messung zur Bestimmung der Anzahl der Reaktionszentren von nitrat- und ammoniumer-
nihrten Bohnenblittern. Es wurde die Rate der Dunkelatmung vor, wihrend und nach den
Blitzen bestimmt. Es ist der Mittelwert aus jeweils neun Messungen dargestellt.

nach den Blitzen dargestellt. Es zeigt sich, dafs es zu keiner Netto-Sauerstoffentwicklung
wihrend der Blitze kommt, sondern nur zu einer Verminderung der Rate der Dunkelat-
mung. Die Rate der Dunkelatmung nach den Blitzen sollte im Vergleich zur Rate vor den
Blitzen nicht verdndert sein, da keine Verdnderung des photochemischen Gesamtapparates
erwiinscht ist. Dies ist bei den Messungen in Abbildung 6.5 auch nicht der Fall.

Es zeigt sich aber, daf$ bei Differenzbildung zwischen der Dunkelatmung vor den Blitzen
und wiahrend der Blitze bei ammoniumerndhrten Blittern ein grofSerer Unterschied auftritt
(Abbildung 6.5). Dies ldfit im Einklang mit der grofieren Zahl an Zellen pro Flache eine gro-
ere Anzahl an Reaktionszentren pro Flache vermuten. Durch die Differenzbildung ergeben
sich allerdings grofse Fehler (RZ in Abbildung 6.8), so dafs keine eindeutige Aussage dartiber
gemacht werden kann, inwieweit diese Messung mit der Anzahl der Zellen korreliert.

6.3. Chlorophyllgehalt und Absorptionskoeffizient

Der Chlorophyllgehalt ist eine charakteristische und relativ einfach zu bestimmende Grofse,
die in der Photosyntheseforschung hédufig zu Normierungszwecken herangezogen wird. Der
Chlorophyllgehalt der hier verwendeten nitrat- und ammoniumernihrten Pflanzen wurde
von Guo (2001) nach der Methode von Arnon (1949) bestimmt (Abbildung 6.6). Wie bei den
meisten anderen Mefigrofien zeigte sich auch hier ein grofSerer Anteil bei den ammoniumer-
ndhrten Pflanzen.

Fiir die Berechnungen in Kapitel 8.3 ist die Kenntnis des Absorptionskoeffizienten («) not-
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Abbildung 6.6.: Chlorophyligehalt (Chl) von nitrat- und ammoniumernihrten Bohnenblittern. Die Daten
wurden der Arbeit von Guo (2001) entnommen.

wendig. Er wurde wie folgt bestimmt: Bei verschiedenen eingestrahlten Intensitdten (100,
200, 400, 800, 1200, 1600 und 2000 ymol m~—2s~1) wurde die Intensitit direkt hinter dem Blatt
gemessen. Es ergab sich ein linearer Zusammenhang zwischen der Intensitdt vor dem Blatt
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Abbildung 6.7.: Absorptionskoeffizient () von jungen und dlteren nitrat- und ammoniumernihrten Boh-
nenblittern. Es ist der Mittelwert aus jeweils vier Messungen dargestellt. Mit dem Student-
Newman-Keuls-Test (Kreyszig, 1988; Signifikanzzahl p =0.01) wurde iiberpriift, ob die Er-
gebnisse signifikant unterschiedlich (u) oder gleich (g) sind.

und der Intensitdt hinter dem Blatt. Mit linearer Regression wurde daraus der Absorptions-
koeffzient bei jungen und édlteren Bldttern bestimmt (Abbildung 6.7). In der Literatur wird
meist mit einem Standardwert von 0.85 gerechnet. Aus Abbildung 6.7 ist ersichtlich, dafs
sich die Messungen an jungen Blattern durchaus in dieser Groflenordnung bewegen. Mit Al-
terung des Blattes nimmt die Absorption allerdings zu und erreicht relativ untypische Werte.
Evans (1999), der Untersuchungen der Absorption in Bldttern in Abhédngigkeit von der ein-
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gestrahlten Wellenldnge und der Eindringtiefe des Lichts machte, fand allerdings bei einer
Blattdicke tiber 300 um fiir blaues Licht Absorptionskoeffizienten, die grofSer als 0.9 waren.
Unabhiéngig von den absoluten Werten zeigte sich, dafs bei jungen Blittern ein stickstoffspe-
zifischer Unterschied im Absorptionskoeffizienten nicht vorhanden war, wahrend bei dlteren
Blattern der Absorptionskoeffizient bei Ammoniumerndhrung hoher lag.

Die anderen morphologischen Parameter wurden nur fiir dltere Bldttern bestimmt, da die
meisten Messungen in dieser Arbeit an dlteren Blattern durchgefiihrt wurden. Hier waren

im allgemeinen die stickstoffspezifischen Unterschiede stdrker ausgepréagt.

6.4. Ubersicht der Ergebnisse

In Abbildung 6.8 sind die wichtigsten der in den obigen Abschnitten besprochenen mor-
phologischen Parameter in einer Ubersicht dargestellt. Zum besseren Vergleich wurden die
Werte der nitraterndhrten Pflanzen jeweils auf 1 normiert. Mit dem Student-Newman-Keuls-
Test (Kreyszig, 1988; Signifikanzzahl p =0.01) wurde untersucht, ob die Originaldaten gleich

oder signifikant verschieden sind.
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Abbildung 6.8.: Ubersicht der in den obigen Abschnitten besprochenen Ergebnisse. Fiir einen besseren Ver-
gleich wurden die Meflergebnisse von nitraternihrten Blittern jeweils auf 1 normiert. Es
sind die Anzahl der Stomata pro mm?, die Anzahl der Zellen pro mm?, die Anzahl der Reak-
tionszentren (RZ) sowie der Chlorophyligehalt (Chl) dargestellt. Mit dem Student-Newman-
Keuls-Test (p=0.01) wurde tiberpriift, ob die Originaldaten signifikant unterschiedlich (u)
oder gleich (g) sind. Die Chl-Daten wurden der Arbeit von Guo (2001) entnommen und dort
als signifikant unterschiedlich (a), (b) bewertet.

Zusammenfassend lafst sich feststellen, dafs die Anzahl der Zellen pro Flache und der Chlo-
rophyllgehalt einen dhnlichen Quotienten zwischen Nitrat- und Ammoniumerndhrung bil-
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den. Wegen der grofien Fehlerbalken, die sich bei der Bestimmung der Reaktionszentren (RZ)
aus der Differenzbildung ergeben, kann keine eindeutige Aussage dariiber gemacht werden,
ob ihre Menge mit der Zellanzahl und dem Chlorophyllgehalt korreliert. Fiir der Anzahl der
Stomata wurden keine stickstoffspezifischen Unterschiede gefunden. Aufierdem zeichnete
sich bei der Bestimmung des Absorptionskoeffizienten ab, daf$ sich die Eigenschaften der
Blatter wahrend ihres Wachstums verdndern und die stickstoffspezifischen Unterschiede bei
alteren Blattern ausgepragter sind.
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7. Adaption des Photosyntheseapparates an
Schwachlicht- und Starklichtbedingungen

Die in Kapitel 4 beschriebene Aussage, daf trotz verminderten Zeaxanthingehalts kein Un-
terschied in der Photoinhibition bei nitrat- und ammoniumerndhrten Pflanzen gefunden
wurde, entstammt aus Messungen unter stets gleichen Bedingungen. Ob diese Aussage er-
halten bleibt, wenn Parameter gedndert werden, soll hier tiberpriift werden, indem die Zeit
des Stresses variiert wird.

Aus diesem Grund wurden bei Pflanzen, die unter Schwachlicht (LL, 150 ymolm~2s~!) und
Starklicht (HL, 550 pmolm~—2s~1) angezogen wurden, die Fluoreszenz-Quenching-Prozesse
sowie das Absorptionssignal bei A =505 nm bestimmt. Die Proben wurden direkt vor Beginn
der unterschiedlichen Stickstoff- und Lichtbehandlung sowie fiinf, acht und 15 Tage nach
Beginn der jeweiligen Stickstoff- und Lichtbehandlung genommen.

Die beiden Lichtintensitdten wurden gewihlt, um in Abhédngigkeit von der jeweiligen Stick-
stofferndhrung die Adaption an unterschiedliche Lichtbedingungen zu untersuchen. Bei
Schwachlichtpflanzen handelt sich um Pflanzen, deren Photosyntheseapparat nicht auf
Lichtstrefd vorbereitet ist. Bei der Untersuchung des Verhaltens von Starklichtpflanzen stellt
sich die Frage, ob sie Mechanismen zur Bewaltigung des Lichtstresses entwickelt haben oder
ob sie bereits starker geschadigt sind.

7.1. Fluoreszenzmessungen an Schwachlichtpflanzen

Die Fluoreszenzparameter ®., g, und qu der nitrat- und ammoniumernédhrten Pflanzen, die
unter Schwachlicht angezogen wurden, sind in Abbildung 7.1 dargestellt. Die Blatter wur-
den unmittelbar vor der Messung von den jeweiligen Pflanzen abgetrennt. Mit dem PAM
(Kapitel 3.2.4.1) wurde nach 20 miniitiger Dunkeladaption und nach Messung der minima-
len und maximalen Fluoreszenz (Fy und F;;, Kapitel 3.2.4.3) mit Aktinlichtintensitdten von
150 und 1000 umolm~—2s~! die variable Fluoreszenz F bestimmt. Zur Messung der maxi-
malen Fluoreszenz im helladaptierten Zustand F’;; wurden alle 10s sittigende Blitze zu-
gegeben. Aus den so aufgenommenen Fluoreszenzkurven wurden jeweils drei Werte unter
Steady-State-Bedingungen ausgesucht, aus denen fiir eine Messung der Genty-Parameter

58



7.1 FLUORESZENZMESSUNGEN AN SCHWACHLICHTPFLANZEN
150 pymol nf & 1000 pmol i %
0.8 T v 0.8 v -
06} — 06
()
S o4 04}
0.2 1 02f ’
(s R
0 5 10 15 0 0 5 10 15
1 1t
08} 0.8} -
NO,
q 06f 06T 1 I }
(o I i + :
04} 1 04t NH
4
02} C 1 0.2} D
0Ll— . . . .
0 5 10 15 0 0 5 10 15
08}
0.6}
Z
(op
047} ,
02} | 4 ] 21 F
0l— ; . . 0l— ; . .
0 10 15 0 5 10 15

5
Dauer der N-Ernahrung (Tage) Dauer der N-Ernahrung (Tage)

Abbildung 7.1.: Einfluf der Dauer der Stickstoff- und Lichtbehandlung auf Genty-Parameter (®.), photoche-
misches Quenching (q,) und nichtphotochemisches Quenching (g,,) von nitrat- und ammo-
niumernihrten Buschbohnen, die unter Schwachlichtbedingungen angezogen wurden. Die
PAM-Messungen wurden mit 150 pmolm=2s=1 (A, C, E) und 1000 ymolm=2s~ (B, D,
F) Aktinlichtintensitiit durchgefiihrt. Es ist der Mittelwert aus vier Messungen dargestellt.

®. (Genty et al., 1989; Gleichungen 3.3 und A.23), das photochemische Quenching q,, (Glei-
chung 3.1) sowie das nicht-photochemische Quenching qy (Gleichung 3.2) fiir die jeweilige
Aktinlichtintensitdt berechnet wurden. Das PAM wurde fiir diese Messungen gewihlt, um
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einen optimalen Vergleich fiir die bei Zhu et al. (2000) dargestellten Messungen zu bekom-
men. Diese wurden von Bendixen mit dem PAM durchgefiihrt.

Es ist fiir den gesamten Zeitraum der Behandlung kein stickstoffspezifischer Unterschied in
den Fluoreszenz-Parametern zu beobachten (Abbildung 7.1 A, B, C, D). Lediglich im nicht-
photochemischen Quenching zeigt sich am achten Tag der Stickstoff- und Lichtbehandlung
eine leichte Erhohung bei den nitraterndhrten Pflanzen sowie eine leichte Abnahme bei den
ammoniumerndhrten Pflanzen (Abbildung 7.1E, F). Dieser Verlauf ist wahrscheinlich auf
das Verhalten der Abwehrenzyme zuriickzufiihren: In den ersten Tagen der Stickstoff- und
Lichtbehandlung wachst der durch die Behandlung ausgeloste Schaden, was sich im oben
beschriebenen Effekt auf das nichtphotochemische Quenching dufsert. Ungefdhr ab dem
siebten Tag werden die Enzyme eingeschaltet. Durch die Wirkung der eingeschalteten Enzy-
me ist am 15. Tag der Effekt auf das nichtphotochemische Quenching wieder verschwunden.
Bendixen fand bei seinen Messungen ebenfalls keinen stickstoffspezifischen Unterschied im
photochemischen Quenching (Zhu et al., 2000). Beim Energy-Quenching ergab sich jedoch
eine Erhohung bei den nitraterndhrten Pflanzen, die bei den hier gezeigten Messungen nicht
beobachtet wurde. Allerdings geht aus den Messungen von Bendixen nicht hervor, zu wel-
chem Zeitpunkt der Stickstoff- und Lichtbehandlung sie durchgefiihrt wurden. Falls sie un-
gefdhr um den achten Tag der Behandlung stattgefunden hitten, konnte sich eine Uberein-
stimmung mit den hier gezeigten Daten (Abbildung 7.1 E, F) ergeben.

7.2. Fluoreszenzmessungen an Starklichtpflanzen

Anders verhalten sich die Fluoreszenzparameter der nitrat- und ammoniumernédhrten Pflan-
zen, die unter Starklichtbedingungen angezogen wurden (Abbildung 7.2). ®., q, und
qny wurden nach demselben MefSprotokoll bestimmt wie die Fluoreszenzparameter der
Schwachlichtpflanzen.

Bei der Aktinlichtintensitdt von 150 yumolm~2s~! zeigt sich bei den nitraterndhrten Pflanzen
kein Effekt der Starklichtanzucht im Genty-Parameter ®. und im photochemischen Quen-
ching q,, wahrend bei den ammoniumernédhrten Pflanzen eine Abnahme zu beobachten ist
(Abbildung 7.2 A, C). Beim nicht-photochemischen Quenching qy (Abbildung 7.2 E) wirkt
sich die Starklichtanzucht bei den nitraterndhrten Pflanzen in Form einer Abnahme, bei den
ammoniumerndhrten Pflanzen in einer Stimulation aus.

Bei der Aktinlichtintensitit von 1000 umolm~2s~! ist bei den nitraternidhrten Pflanzen ei-
ne Stimulation von ®. und q, zu beobachten (Abbildung 7.2B, D), wahrend bei den
ammoniumerndhrten Pflanzen ein Riickgang von ®. (Abbildung 7.2 B) bzw. kein Effekt auf
qp auftritt (Abbildung 7.2 D). Weder bei Nitrat- noch bei Ammoniumernédhrung ist eine Wir-
kung der Starklichtanzucht auf das nicht-photochemische Quenching qy zu sehen (Abbil-
dung 7.2F).
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Abbildung 7.2.: EinflufS der Dauer der Stickstoff- und Lichtbehandlung auf Genty-Parameter (®.), photo-
chemisches Quenching (q,,) und nichtphotochemisches Quenching (q,) von nitrat- und am-
moniumernihrten Buschbohnen, die unter Starklichtbedingungen angezogen wurden. Die
PAM-Messungen wurden mit 150 pmolm=2s=1 (A, C, E) und 1000 ymolm=2s~ (B, D,
F) Aktinlichtintensitit durchgefiihrt. Auf der Abszisse ist die Dauer der jeweiligen Stick-
stoffbehandlung aufgetragen. Zusdtzlich ist der jeweilige Mittelwert aus den Messungen an
den Schwachlichtpflanzen aus Abbildung 7.1 als gestrichelte Linie abgebildet.

Dies kann aber auch an dem in Kapitel 3.2.4.4 beschriebenen Skalierungsproblem liegen: Bei
hohen Fliissen, wie sie in Abbildung 7.2C und F auftreten, wird die Empfindlichkeit der
variablen Fluoreszenz als Maf fiir ein zusatzliches Anwachsen in den Fliissen sehr gering.
Dadurch kann eine Zunahme der Fliisse unterschitzt werden. Unter diesen Bedingungen
hitte die FC-Maschine wahrscheinlich detailliertere Ergebnisse geliefert.
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Bei den Messungen von Bendixen bei einer Aktinlichtintensitit von 150 umolm—2s™! zeigte
sich ein hoheres photochemisches Quenching q,, bei den nitraterndhrten Pflanzen, das bei
den hier dargestellten Messungen erst nach 15 Tagen der Behandlung auftritt (Abbildung
7.2C). Auflerdem fand er ein (nicht signifikantes) hoheres Energy-Quenching bei nitrater-
ndhrten Pflanzen, das im Gegensatz zum hier gezeigten hoheren nicht-photochemischen
Quenching bei ammoniumerndhrten Pflanzen steht (Abbildung 7.2 E).

Bei der hohen Aktinlichtintensitét zeigten sich bei Bendixen weder Unterschiede im photo-
chemischen noch im Energy-Quenching. Es ergibt sich fiir das nicht-photochemische Quen-
ching eine Ubereinstimmung mit den hier dargestellten Daten (Abbildung 7.2 F). Im Gegen-
satz zu Bendixen wurde allerdings ein hdheres photochemischen Quenching in nitraterndhr-
ten Pflanzen gefunden (Abbildung 7.2 D).

Es zeigt sich, dafd es notwendig ist, das Zeitverhalten der Quenching-Parameter in Abhéan-
gigkeit der Dauer der Stickstoff- und Lichtbehandlung zu untersuchen.

7.3. Photoinhibitions-Quenching
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Abbildung 7.3.: Das Verhiltnis von maximaler zu minimaler Fluoreszenz (Fys/F) von nitrat- und ammo-
niumerndghrten Buschbohnen, die unter Schwachlicht- (A) und Starklichtbedingungen (B)
angezogen wurden. Auf der Abszisse ist die Dauer der jeweiligen Stickstoff- und Lichtbe-
handlung aufgetragen. Es ist der Mittelwert aus vier Messungen dargestellt. Zusditzlich ist
in (B) der Mittelwert aus (A) als gestrichelte Linie abgebildet.

Ein sensibler Parameter, um Streflerscheinungen im photosynthetischen Apparat aufzu-
zeigen, ist der Quotient aus maximaler und minimaler Fluoreszenz nach Dunkeladaption
Far/Fo (Abbildung 7.3). Wahrend bei Schwachlichtanzucht weder ein stickstoffspezifischer
Unterschied noch eine Abnahme wiahrend des Behandlungszeitraums zu beobachten ist
(Abbildung 7.3 A), ist bei Starklichtanzucht eine Abnahme in beiden Stickstofformen zu se-
hen (Abbildung 7.3 B). Allerdings ist der Riickgang von Fj;/Fy in den ammoniumerndhrten
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7.3 PHOTOINHIBITIONS-QUENCHING

Pflanzen stdrker ausgepragt als in den nitraterndhrten Pflanzen.

Anhand der beiden Grofien Fj; und Fy 1dfit sich eine Unterscheidung der beiden nicht-
photochemischen Quenchingmechanismen (Energy Quenching und Photoinhibitionsquen-
ching) vornehmen. Wie in Kapitel 4.1 beschrieben, konnen die beiden Mechanismen mef3-
technisch durch ihr Zeitverhalten unterschieden werden: Das Energy Quenching relaxiert
im Sekundenbereich, das Photoinhibitionsquenching bleibt iiber Stunden bestehen. Da der
Wert Fj; nach Dunkeladaption bestimmt wurde, ist davon auszugehen, dafs Energy Quen-
ching keine Rolle spielt. Anderungen in Fj; sind dann auf Photoinhibitionsquenching zu-

riickzufiihren.
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Abbildung 7.4.: Maximale (Fp;; A, B) und minimale (Fy; C, D) Fluoreszenz von nitrat- und ammoniumer-
nihrten Buschbohnen, die unter Schwachlicht- (A, C) und Starklichtbedingungen (B, D)
angezogen wurden. Der Wert von Fy wurde vor Beginn des gesamten Lichtprogramms be-
stimmt. Auf der Abszisse ist die Dauer der jeweiligen Stickstoff- und Lichtbehandlung auf-
getragen. Es ist der Mittelwert aus vier Messungen dargestellt.

In Abbildung 7.4 sind die maximale (Fy;; A, B) und minimale (Fy; C, D) Fluoreszenz dar-
gestellt. Stickstoffspezifische Unterschiede ergaben sich fiir Fj; bei den unter Starklicht an-
gezogenen Pflanzen (Abbildung 7.4 B). Da dies ein Indikator fiir Photoinhibition ist, zeigt
sich, dafd diese bei ammoniumerndhrten Pflanzen stirker ausgepragt ist, bei nitraterndhrten

63



ADAPTION AN SCHWACHLICHT- UND STARKLICHTBEDINGUNGEN

Pflanzen aber auch auftritt. Dies steht im Gegensatz zu den Messungen von Bendixen (1998),
der bei beiden Lichtbehandlungen keine stickstoffspezifischen Unterschiede gefunden hat.

7.4. Absorptionsmessungen bei A =505nm

Zusétzliche Information tiber den Zustand von PS II geben die Absorptionsmessungen bei
A =505nm. Dazu wurden die abgeschnittenen Blitter nach den Fluoreszenzmessungen tiber
Nacht dunkeladaptiert. Nach Bendixen (1998) stellt dies sicher, daf der Violaxanthinpool
(Abbildung 4.1) zu Beginn der Messung seine maximale Grofle aufweist. Mit dem in Kapitel
3.4 beschriebenen Meflaufbau wurden die Absorptionsanderungen als Reaktion auf aktini-
sches Licht von 500 pmolm~2s~! aufgenommen (Abbildung 7.5). Diese Lichtintensitit wur-
de von Bendixen (1998) als optimale Aktinlichtintensitét fiir die verwendeten Buschbohnen

bestimmt.
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Abbildung 7.5.: Absorptionsinderungen als Reaktion auf Aktinlicht von 500 umolm=2s~' an nitrat- und

ammoniumernihrten Buschbohnen, die unter Schwachlicht- (A) und Starklichtbedingungen
(B) angezogen wurden. Auf der Abszisse ist die Dauer der jeweiligen Stickstoff- und Licht-
behandlung aufgetragen. Es ist der Mittelwert aus vier Messungen dargestellt.

Die Pflanzen unter Schwachlichtanzucht (Abbildung 7.5 A) zeigen die bereits von Bendixen
(1998) beschriebene hohere Zeaxanthinantwort pro Chlorophyll in nitraterndhrten Pflanzen.
Allerdings entwickelt sich ein hoherer Violaxanthinpool erst mit Dauer der Licht- und Ni-
tratbehandlung.

Unter Starklichtanzucht treten schwéchere Unterschiede im Absorptionssignal zwischen
Nitrat- und Ammoniumernidhrung auf (Abbildung 7.5B). Es ist jedoch die Zeaxanthinant-
wort in nitraterndhrten Pflanzen wihrend des gesamten Mefszeitraums hoher als in ammo-
niumerndhrten Pflanzen. Dies ist ein Hinweis darauf, daf8 auch die nitraterndhrten Pflanzen
durch die Anzucht unter Starklicht beeintrachtigt sind, was sich sowohl in einer Abnahme
der Zeaxanthinantwort als auch der maximalen Fluoreszenz F); (Abbildung 7.4 B) dufsert.
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7.4 ABSORPTIONSMESSUNGEN BEI A =505NM

Allerdings ist diese Schwachung nicht so stark ausgeprégt wie bei den ammoniumerndhrten
Pflanzen, die mit einer Beeintrachtigung der ETC auf Starklichtanzucht reagieren (Abbil-
dung 7.2 A, B, C, D). Eine interessante Beobachtung ist allerdings, dafs trotz der geringen
Zeaxanthin-Bildung bei ammoniumerndhrten Starklichtpflanzen (Abbildung 7.5B) ein er-
hohtes nichtphotochemisches Quenching bei einer Aktinlichtintensitdt von 150 ymolm~2s~!
auftritt (Abbildung 7.2E). Eine mogliche Erklarung dafiir ist das Auftreten von Energy-
Quenching ohne die Bildung von Zeaxanthin. Fiir den Ort und die Entstehung des Energy-
Quenching gibt es unterschiedliche Hypothesen. Wahrend Horton und Ruban (1993) die
Antennen fiir den Entstehungsort des Energy-Quenching hielten, gingen Weis und Berry
(1987) davon aus, dafi es in den Reaktionszentren auftritt. Neuere Veroffentlichungen (Bruce
et al., 1997) vermuten nicht mehr das gesamte Energy-Quenching in den Reaktionszentren,
aber zumindest den Teil davon, der die Zeaxanthin-unabhédngige Komponente des Energy-
Quenching darstellt (Adams et al., 1990).

Zusammenfassend lafst sich sagen, dafd schon unter Schwachlichtanzucht stickstoffspezifi-
sche Unterschiede in den Schutzmechanismen ausgeprégt sind, was sich im unterschiedli-
chen Zeaxanthinsignal duflert (Abbildung 7.5 A). Diese unterschiedlichen Schutzmechanis-
men zeigen sich allerdings nicht in den Fluoreszenzparametern (Abbildungen 7.1 und 7.3 A).
Dies deutet (auch im Zusammenhang mit den in Kapitel 4 diskutierten Messungen) darauf
hin, dafs die Ursachen fiir die unterschiedliche Lichtresistenz nicht in PS II zu suchen sind,
sondern in den metabolischen Prozessen, die fiir eine Abnahme der Reduktionsdquivalente
aus den Chloroplasten sorgen.
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8. Vergleich von Gas- und Elektronenfliissen

Die im vorangegangenen Kapitel besprochenen Ergebnisse fiihrten auf die Erkenntnis, dafs
Redoxexport aus den Chloroplasten eine zentrale Rolle spielt. Eine Arbeitshypothese des
Stickstoff-Projekts war die Vermutung, dafy die ammoniumernéhrten Pflanzen mehr als die
nitraterndhrten die Photorespiration nutzen, um unter Starklicht tiberschiissige Reduktions-
dquivalente aus den Chloroplasten zu exportieren. Die H,O3-Entwicklung in den Peroxiso-
men (Abbildung 2.4) konnte dann Ursache fiir die Probleme der ammoniumerndhrten Pflan-
zen sein. Aus diesem Grund sollte mittels CO2-Gasfluimessungen im Rahmen der Disserta-
tion von Guo (2001) der Anteil der Photorespiration in den nitrat- und ammoniumerndhrten
Bohnenpflanzen nach dem klassischen Modell von Brooks und Farquhar (1985) untersucht
werden.

8.1. Das Brooks-Farquhar-Modell

Das Modell basiert darauf, dafl der Quotient aus Carboxylierung und Oxygenierung
(Ve /Vo) aus der Kinetik der Rubisco sowie der Kenntnis der Partialdriicke von COy und
O3 am Ort der Carboxylierung/Oxygenierung ermittelt werden kann:

Ve _ o [COy]
Vo (O]

(8.1)

wobei S die Substratspezifitdt der Rubisco ist. Diese ist mefitechnisch allerdings schwer zu er-
fassen. Daher wird der COy-Partialdruck I'* bestimmt, bei dem die CO5-Aufnahme durch die
Carboxylierung und die CO3-Abgabe durch die Photorespiration gleich sind (Vo =0.5Vp).
Der Faktor 0.5 ergibt sich aus der Tatsache, dafd im Glycolat-Weg 0.5 CO; pro O, (das mit
RuBP reagiert) freigesetzt werden (Abbildungen 2.4 und 8.1 A) .
0.5 [O2]

- S

Wenn der Partialdruck [O,] bekannt ist, kann mit Hilfe von I'* die Substratspezifitdt berech-
net werden.

1—1*

(8.2)

I'* wird mefitechnisch als diejenige CO»-Konzentration bestimmt, bei der die COs-
Assimilation A gegeniiber Anderungen von V., die durch Anderungen in der Lichtintensitt
verursacht werden, invariant ist. Dies geschieht unter folgenden Voraussetzungen:
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8.2 UNTERSCHIEDE IN I'"* BEI NITRAT- UND AMMONIUMERNAHRUNG

e Die Substratspezifitdt S variiert nicht mit der Lichtintensitat.

e Die Lichtatmung R, ist invariant gegeniiber der Lichtintensitdt. Die Lichtatmung ist
als diejenige CO2-Abgabe definiert, die aus anderen Prozessen als der Photorespirati-
on resultiert. Hier kommt hauptsachlich die CO2-Abgabe durch die Mitochondrien in
Frage. Sie wird von der Dunkelatmung R,, unterschieden, die die CO;-Abgabe durch
die Mitochondrien im Dunkeln darstellt.

In der Arbeit von Guo (2001) konnte keine eindeutige Aussage iiber den Anteil der Photo-
respiration in nitrat- und ammoniumerndhrten Pflanzen gemacht werden, da es bereits bei
der Bestimmung von I'* stickstoffspezifische Unterschiede gab. Diese Unterschiede diirften
innerhalb einer Pflanzensorte eigentlich nicht auftreten, da die Selektivitiat der Rubisco in
genetisch identischen Pflanzen gleich sein sollte.
Daher wird in den folgenden Abschnitten diskutiert, welche Prozesse zu einem unterschied-
lichen I'* fithren kénnen und ob die Untersuchung der Abhingigkeit der CO2-Aufnahme
(A) von der COy-Konzentration und der Lichtintensitdt zu einer Bestimmung der zugrunde-
liegenden Gas- und Elektronenfliisse fithren kann.
Die CO3-Aufnahme A setzt sich im klassischen Brooks-Farquhar-Modell aus folgenden
Komponenten zusammen:

A=Ve—-05Vy — Ry (8.3)

Formel 8.3 bedeutet, dafd die COz-Aufnahme A durch die Carboxylierung V¢ erfolgt. Ver-
mindert werden kann diese Aufnahme durch CO»-Fliisse, die durch die Photorespiration
freigesetzt werden (0.5 Vo, Abbildungen 2.4 und 8.1 A), und durch CO,-Fliisse aus der Licht-
atmung Rg.

In Abbildung 8.1 A ist dieses klassische Modell erweitert durch eine lichtabhdngige Kompo-
nente Rp, die ebenfalls CO,-Fliisse liefert und deren Bedeutung in den folgenden Abschnit-
ten ndher untersucht werden soll.

Als Grundlage fiir die Rechnungen dient das Ersatzschaltbild in Abbildung 8.1 B. Die CO»-
FlufSmessungen, die mit dem Licor (Licor-6400 IRGA) durchgefiihrt werden, kénnen die
COs-Assimilation A sowie die dazugehorigen CO,-Konzentrationen C; im interzelluldren
Gasraum messen. Nicht gemessen werden kann die COz-Konzentration C¢ im Chloropla-
sten am Ort der Carboxylierung/Oxygenierung.

8.2. Unterschiede in I'* bei Nitrat- und Ammoniumernihrung

In den folgenden Abschitten wird mit Hilfe unterschiedlicher Hypothesen untersucht,
warum bei nitraterndhrten Pflanzen das gemessene I'* hoher lag als bei ammoniumernéhr-
ten (Guo, 2001). Unter der Annahme, daf} die Selektivitdt der Rubisco in genetisch identi-
schen Pflanzen gleich sein sollte, konnte dieser Unterschied auf drei verschiedene Ursachen

zurtickzufithren sein.
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Abbildung 8.1.: (A) Fliisse von Reduktionsiquivalenten und Gasen in einem Blatt. (B) Ersatzschaltbild der
COq-Fliisse im Blatt. Die Fliisse sind: | ¢ = Elektronenflufs, der aus den Gasfliissen be-
rechnet wird, |p = FlufS von Reduktionsiquivalenten, die nicht zum Calvin-Zyklus fliefen,
Rp = die damit verbundene CO-Entwicklung, R, = COq-Fluf§ aus der Photorespiration,
Rq = COz-Fluf$ aus der Lichtatmung, Vo = COq-Fluf aus der Carboxylierung, Vo = Og-
Fluf3 aus der Oxygenierung, A = gemessene COq-Aufnahme. g, steht fiir stomatire, g,
fiir Mesophyll- und gc¢ fiir Calvin-Zyklus-Leitfihigkeit fiir CO,. C bezeichnet die COs-
Konzentration in der Luft, C, die COy-Konzentration im interzelluliven Gasraum und Cco
die vermutete CO2-Konzentration in den Chloroplasten. E = Das Enzym Rubisco, R = RuBP,
M = COqy-Entwicklung von Metaboliten.

Hypothese 1

Hypothese 1 geht von der Annahme aus, daff es keine lichtstimulierte Atmung Rg gibt.
Dann kann der Unterschied in I'* aus zwei verschiedenen Ursachen resultieren, die beide

ihre Grundlage in Gleichung
T L (8.4)
gm
haben.
Gleichung 8.4 143t sich mit Hilfe von Abbildung 8.1 erkldren: Das reale I';: ist Cc unter der

Bedingung, dafy der CO3-Ausstrom aus der Photorespiration (R,) den CO»-Verbrauch durch
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die Carboxylierung ausgleicht, d.h. R,=0.5-Vo =V =Cc-gc. In beiden Pflanzenarten soll I';
gleich sein. Das gemessene I';, ist C; unter der Bedingung, dafs der photorespiratorische Fluf3
R, den Fluf$ V¢ ausgleicht. Das Minuszeichen resultiert aus der Tatsache, dafs I'; grofer sein
muf als I}, um R, zu erzeugen, den CO;-Ausstrom aufgrund der Lichtatmung.

Hypothese 1A:

Es wird angenommen, dafs g, in beiden Pflanzenarten gleich ist. Weiterhin sei die unter-
schiedliche Lichtatmung R; zusammen mit einem endlichen g;, ausreichend, um den Unter-
schied von I'}, in nitrat- und ammoniumerndhrten Pflanzen zu erklaren.

Werden die gemessenen Werte I';, und R (fiir nitrat- und ammoniumernéhrte Pflanzen,
Tabelle 8.1 A) in Gleichung 8.4 eingesetzt, lassen sich daraus die beiden unbekannten Para-
meter I'; und g,, berechnen.

In Tabelle 8.1 B sind die gemeinsamen, nach Gleichung 8.4 berechneten Werte von I'; und g,
dargestellt.

Es stellt sich jedoch die Frage, wie sinnvoll diese Werte sind. Der Wert von I’} ist dhnlich
den gemessenen Werten T';,. Die Mesophyll-Leitfihigkeit g,, =0.046molm~2s~! muf} mit
den gemessenen Werten der stomatédren Leitfahigkeit g, von 0.2 (NO3) und 0.36 (NH})
molm—2s~! verglichen werden. g,, ist zwar kleiner, aber die Diffusion vom interzelluldren
Gasraum durch die Spaltéffnungen sollte einfacher sein als durch das Gewebe vom interzel-
luldren Gasraum zum Wirkungsort des Calvin-Zyklus.

Das Hauptargument gegen obige Hypothese kommt jedoch aus der Uberlegung, daf8 der
Wert von g,,, grofs genug sein mufs, um die maximalen CO,-Fliisse unter hohen Lichtinten-
sitdten zu erlauben. Tabelle 8.1 A zeigt die maximale CO5-Assimilation (A,,,.), die dazuge-
horige interzelluldre CO2-Konzentration C;, I';, und Ry, die von Guo (2001) an nitrat- und

ammoniumerndhrten Pflanzen gemessen wurden. Die Berechnung von C¢ aus

Co =0C;— A (8.5)
9gm
ergibt, dafl C¢ fiir den maximalen Fluf3 A,,,, (Tabelle 8.1 A) negative Werte von -73 ppm
bzw. -91 ppm (letzte Spalte in Tabelle 8.1 B) erreichen kann.
Dies zeigt, dafs der gemessene Unterschied in I';, nicht allein durch erndhrungsspezifische
Unterschiede in der Lichtatmung R; erklart werden kann. Als ndchste Hypothese werden

daher Unterschiede in g, in Betracht gezogen.

Hypothese 1B:

Es wird angenommen, dafs die Mesophyll-Leitfahigkeit g, unterschiedlich ist in nitrater-
ndhrten (Index 3) und ammoniumerndhrten (Index 4) Pflanzen.

Arm — Fm73 - Fm74 — Rd74 - — Rd’g — (8.6)
9m.4 Im,3
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A Anaz C; rr Ry
(umol CO; m~2s71) (ppm) (ppm) (umol CO; m™2s71)
NO3 13.7+1.0 225+7 348+29 0.24 £ 0.08
NHI 15.9 £ 0.8 255+ 8 284429 0.53 +0.17
B I Sm Ce
Hypothese 1A (ppm) (molm~2s71) (ppm)
NO3 40.1 0.046 -73
NH; 40.1 0.046 91
C gm,3 — OO Cc (NO3)=0 | Cc (NO3)=0.5C; Ceo (NHI) =0
Hypothese 1B
gm,3 (molm™?s™") o0 0.061 0.122 0.109
gm,4 (molm™?s™") 0.084 0.052 0.064 0.062
8m.3/ 8m.4 1.17 191 1.76
Cc 3 (ppm) 225 0 113 99
Cc 4 (ppm) 66 -51 7 0
D 'y +Rpa/ge ARp/gc ARpin % V¢
Hypothese 2 (ppm) (ppm) unter I'*-Beding.
284 6.35 224

Tabelle 8.1.: Auf der Grundlage der Hypothesen 1A, 1B oder 2 berechnete Werte unter Verwendung der ge-
messenen Daten in (A) (Guo, 2001). In (B) sind die Werte von I'}: und g.,, dargestellt, die unter
Hypothese 1A mit Hilfe von Gleichung 8.4 berechnet wurden. Die in der 4. Spalte abgebilde-
ten COq-Konzentrationen im Chloroplasten (Cc) wurden aus den maximalen COx-Fliissen A
(in A) unter Verwendung von Gleichung 8.5 berechnet. (C) zeigt einige typische Parameter-
Kombinationen aus Abbildung 8.2. Diese wurden unter der Bedingung berechnet, daf$ die kor-
rekte Wahl von g, den gemessenen Unterschied in I'},, bewirkt. In (D) sind die mutmaflichen
Fliisse dargestellt, die sich durch die Einfithrung von weiteren Elektronenakzeptoren (neben dem
Calvin-Zyklus) ergeben (Hypothese 2).

Da es nur eine Gleichung fiir zwei unbekannte Parameter (g,,3 und g, ) gibt, wird in

Abhingigkeit vom Parameter C¢ 4/C; 4 der Bereich sinnvoller Werte gesucht. Wiederum

wurde getestet, ob die maximalen CO»-Fliisse durch das g, flieSen konnen, das benotigt

wird, um den Unterschied in I'};, zu erkldren. D.h. die daraus resultierenden Werte der CO»-

Konzentration im Chloroplasten (C¢) diirfen nicht negativ werden.
Auf der Abszisse in Abbildung 8.2 sind die moglichen Werte des Verhéltnisses Cc 4/C; 4
aufgetragen. Aus diesen Werten und A,,,, 4 wurde mit Formel 8.5 der untere Grenzwert

der Mesophyll-Leitfdhigkeit in ammoniumernéhrten Pflanzen g, 4 berechnet (Quadrate in

Abbildung 8.2). Dieser Wert von g,, 4 wird benutzt, um mit Gleichung 8.6 die Mesophyll-
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Abbildung 8.2.: Abhiingigkeit der Parameter Cc 3, §m,3 und gm a4 vom Verhiltnis Cc 4 /C; 4 berechnet nach
Hypothese 1B unter Verwendung der Gleichungen 8.5 und 8.6 fiir AT, (Tabelle 8.1 A).

Leitfahigkeit g, 3 flir nitraterndhrte Pflanzen zu berechnen (Dreiecke in Abbildung 8.2).
Zusétzlich ist die CO2-Konzentration im Chloroplasten Cc3=C; 3- Apyaz,3/8m,3 dargestellt
(Kreise in Abbildung 8.2). Abbildung 8.2 zeigt, dafs der beobachtete Unterschied in I}, (ATL'},,)
im Bereich von C¢4/C;4=0 bis 25% erreicht werden kann. Nur in diesem Bereich erge-
ben sich sinnvolle Werte. Bei htheren Werten von C¢ 4/C; 4 wird die CO,-Konzentration im
Chloroplasten (C¢ 3) hoher als die atmosphérische CO»-Konzentration. Dies wird durch die
negativen Werte der Mesophyll-Leitfdhigkeit g,,, 3 verursacht. Jedoch auch im sinnvollen Be-
reich ist in nitraterndhrten Pflanzen die CO2-Konzentration im Chloroplasten (C¢ 3) ziemlich
hoch. Verglichen mit dem gemessenen Wert von C; 3 (Tabelle 8.1 A) nimmt sie einen Anteil
von 45 bis 100 % des C; 3 an.

Die Schlufifolgerung, die aus Abbildung 8.2 gezogen werden kann, beinhaltet, dafs auch
Hypothese 1B ziemlich unwahrscheinlich ist. Die Rubisco in ammoniumerndhrten Pflan-
zen miifite eine viel hohere Turnover-Rate haben als die in nitraterndhrten Pflanzen. Auf der
rechten Seite des sinnvollen Bereichs in Abbildung 8.2 (bei C¢ 4/C; 4 =0.2) erreichen die am-
moniumerndhrten Pflanzen dieselbe Turnover-Rate (A,,,,) bei Cc 4 =40 ppm (berechnet mit
dem gemessenen C; 4 aus Tabelle 8.1 A) wie die nitraterndhrten bei C¢ 3 =200 ppm. Auf der
linken Seite des sinnvollen Bereichs in Abbildung 8.2 ist der Unterschied noch eindrucks-
voller: In ammoniumernédhrten Pflanzen gibt eine CO,-Konzentration im Chloroplasten von

Cc 4 =0 dieselben maximalen CO»-Fliisse (A,,,;) wie in nitraterndhrten Pflanzen eine CO»-
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Konzentration C¢ 3 von 100 ppm.

Hypothese 2:

Es wird angenommen, daff es einen weiteren Elektronenakzeptor neben dem Calvin-
Zyklus gibt, der CO, produziert, z.B. die Mitochondrien, die mit Reduktionsdquivalenten
aus den Chloroplasten versorgt werden (Backhausen, 1994; Kromer, 1995; Noctor und Foyer,
1998). Um die Einfliisse verschiedener Effekte differenzieren zu konnen, wird g,, als unend-
lich angenommen. Dies bedeutet, dafs die CO2-Konzentrationen im Chloroplasten und im
interzelluldren Gasraum gleich sind (Cc =C;) und die Lichtatmung R, daher I'; nicht beein-
flussen kann.

Unter der Bedingung, dafs A= - Ry, ist C gleich I';. Aus Abbildung 8.1 B lassen sich folgen-
de Gleichungen ableiten. Das reale I';, das ausschliefSlich aus der Selektivitdt der Rubisco

resultiert, lautet fiir Rg=0

ITgo = 0.5Vp (8.7)

Das gemessene I'};, beinhaltet Rg #0
I'y.9c = 0.5Vo + Rp (8.8)

Die Gleichungen 8.7 und 8.8 ergeben folgende Beziehung zwischen I'; und I'};,

R AR
Iy, =Tf 4 2824 208
go 9

(8.9)

wobei I gleich fiir nitrat- und ammoniumerndhrte Pflanzen ist sowie ARp/gc =0 fiir am-
moniumerndhrte Pflanzen und ARg/gc=Rp 3/gc-Rp 4/ gc fiir nitraterndhrte Pflanzen.
Da es nur zwei Gleichungen (eine fiir NO; und eine fiir NH} ) gibt, kénnen nur zwei Para-
meter aus Gleichung 8.9 berechnet werden, ndmlich

R
na =T+ 224 (8.10)
gc
und
A
L Y (8.11)
gc ’ ’

Nach den in Tabelle 8.1 D dargestellten Werten ist die lichtabhdngige CO2-Entwicklung Rp
in nitraterndhrten Pflanzen hoher. Die Zunahme von I'};, mit zunehmendem Rp schliefst die
Notwendigkeit aus, ein von der Stickstofform abhingiges g,,, anzunehmen, da das gemesse-
ne I'y, laut Gleichung 8.8 auch bei konstantem g,,, mit Rgp anwéchst.

Der Unterschied ARg/gc kann mit I'; =V /gc verglichen werden. Er ergibt sich, dafs ARp
unter I';-Bedingungen 22 % von V¢ ausmacht (Tabelle 8.1 D).
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8.3 VERGLEICH DER ELEKTRONENFLUSSE Jg r UND J g ¢

8.3. Vergleich des photosynthetischen Elektronenflusses Jg
berechnet aus der CO,-Aufnahme und der
Chlorophyll-Fluoreszenz

Die unbekannte Grofle in den obigen Uberlegungen ist die Mesophyll-Leitfahigkeit g,
bzw. die daraus resultierende CO,-Konzentration Cc. Die photosynthetische Aktivitdt des
Calvin-Zyklus hiangt von der CO,-Konzentration im Chloroplasten (C¢) ab. Daher wird
im folgenden untersucht, ob ein Vergleich der Gasfliisse und der iiber die Chlorophyll-
Fluoreszenz gemessenen photosynthetischen Elektronenfliisse (Loreto et al., 1994) Aufschluf3
tiber das Verhalten von C¢ geben kann.

Fiir diese Messungen wurde der PAM-Meflaufbau in das Gewachshaus des Instituts fiir
Pflanzenerndhrung und Bodenkunde gebracht, um fiir die Fluoreszenz- und Gasmessun-
gen gleiche Rahmenbedingungen zu haben. Die gesamte Pflanze (nitrat- oder ammoniumer-
nihrte Buschbohne) wurde fiir 15min dunkeladaptiert. Nach Bestimmung der minimalen
(Fo) und maximalen (Fj;) Fluoreszenz wurde das vorher ausgewahlte Blatt fiir jeweils 5min
aktinischem Licht von 50, 200, 350, 500, 950 bzw. 1200 zmolm~—2s~! ausgesetzt. Zur Bestim-
mung der maximalen Fluoreszenz (F'j;) wahrend Beleuchtung mit aktinischem Licht wur-
den alle 10s séttigende Blitze zugegeben. Aus den so aufgenommenen Fluoreszenzkurven
wurden jeweils drei Werte unter Steady-State-Bedingungen ausgesucht, aus denen fiir eine
Messung der Genty-Parameter ®. (Genty et al., 1989, sowie Gleichungen 3.3 und A.23) fiir
die jeweilige Aktinlichtintensitdt berechnet wurde. An denselben Blidttern wurden von Guo
die Gasflufimessungen mit dem Licor durchgefiihrt. Er bestimmte die CO5-Assimilation A
und die zugehorige interzelluldre CO,-Konzentration C; in Abhédngigkeit von den gleichen
Lichtintensitéten, die fiir die Fluoreszenzmessungen verwendet wurden.

Der Elektronenfluf3 ]  aus den Messungen der Chlorophyll-Fluoreszenz wurde mit Hilfe des
Genty-Parameters ®, mit

JE,F =0.5- ‘I’e 3 s (8.12)

berechnet, wobei I die Lichtintensitit ist. Die Nomenklatur Jg r bedeutet, dafs Jg aus der
Chlorophyll-Fluoreszenz berechnet wurde, im Gegensatz zu Jg g, das aus den Gasfliissen
abgeleitet wird. Der Faktor 0.5 in Gleichung 8.12 beinhaltet, dafy das Licht von zwei Photo-
systemen in Serie, PS Il und PS I, absorbiert wird. Der Absorptionskoeffizient o wurde nach
der in Kapitel 6.3 beschriebenen Methode bestimmt und nahm dabei fiir die hier verwende-
ten &lteren Blatter die Werte 0.93 (NO3) und 0.95 (NH} ) an.

Der aus den Gasfluimessungen abgeleitete Elektronenflufs fiir den Calvin-Zyklus kann nach
Abbildung 8.1 wie folgt berechnet werden.

Tpa=4Ve+Vo) =4-g.(Co+2T}) (8.13)

73



VERGLEICH VON GAS- UND ELEKTRONENFLUSSEN

mit
IYge =05V (8.14)
Die Elimination von g¢ mit
A=Ve—-05Vo—Ry = gc(Cc—T%)— Ry (8.15)
ergibt
J o = % (A+ Ry) (8.16)

4 Vo und 4 Vg in Gleichung 8.13 sind diejenigen Elektronenfliisse, die nétig sind, um die
Menge NADPH/H™ zu erzeugen, die fiir die Bindung des CO»-Flusses V¢ bzw. des O»-
Flusses Vo gebraucht wird. Dabei wird aufler Acht gelassen, daf3 vier Elektronen nicht genug
ATP fiir die CO;-Fixierung erzeugen konnen, besonders dann, wenn die Stochiometrie der
Protonenpumpe 4 H" / ATP betrédgt (Abbildung 2.2, Rumberg et al., 1990). Die zusétzlichen
Elektronen fiir den Flu8 Jp zweigen vom Hauptweg zu NADPH/H™ ab (Abbildung 8.1).
Sie konnten dafiir benutzt werden, zusétzliches ATP zu liefern, z.B. fiir die N-Fixierung in
nitraterndhrten Pflanzen. Werden diese zusitzlichen, hypothetischen Fliisse in Formel 8.16
eingefiigt, so ergibt sich:

4(A+ Rq+ Rp) (Co +217)
(Cc—T7)

Jpa = +Jgp (8.17)

Gleichung 8.17 ist unter der Bedingung Rp =] 5 =0 identisch zu Formel A8 bei von Caem-
merer und Farquhar (1981) unter RuBP Limitation. Daher wurde in erster Naherung Jr ¢
nach Gleichung 8.17 berechnet unter der Bedingung, dafl Rp=]Jp=0, und mit Jg r (Glei-
chung 8.12) verglichen. Die Formeln 8.16 und 8.17 beinhalten aufierdem, dafs die Mesophyll-
Leitfahigkeit g;,, (Abbildung 8.1 B) unendlich ist (Cc =C;).

Sowohl bei den nitraterndhrten als auch bei den ammoniumerndhrten Pflanzen lagen die
Fliisse, die iiber die Chlorophyll-Fluoreszenz bestimmt wurden, bei hohen Lichtintensitdten
hoher als die mit Hilfe der Gasmessungen bestimmten Fliisse (Abbildung 8.3). Dieser Effekt
kann zwei Ursachen haben: (A) Eine endliche Mesophyll-Leitfahigkeit g,,,, die C¢ verringert,
oder (B) Elektronenfliisse, die nicht zum Calvin-Zyklus fliefSen, was sich in einer Zunahme
von | g und Rp bemerkbar macht.

Wird der Effekt eines endlichen g,, miteinbezogen, mufi C durch Gleichung 8.5 ersetzt
werden. Dabei ergibt sich aus Gleichung 8.17 die allgemeinste Beziehung fiir den Fluf? Jg ¢

4(A+ Ry+ Rp) (C; — 2= +2T7)

+Jp (8.18)
(Ci— 2 —T3)

JEG =

Im folgenden wurden Kurvenfits angewandt, um herauszufinden, ob durch Gleichung 8.18
mit einer geeigneten Anzahl von freien Parametern eine Koinzidenz von Jg r und Jg ¢ er-

reichen werden kann. Das Problem dabei ist, dafs die Abhdngigkeit von Rp und Jg von der
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Abbildung 8.3.: Vergleich von [g, r berechnet iiber die Chlorophyll-Fluoreszenz (Gleichung 8.12) und Jg a
berechnet aus der CO9-Aufnahme (Gleichung 8.17) unter der Annahme, da§ NADPH/H™*
der einzige Elektronenakzeptor von PS 1 ist (Jp = Rp = 0) und die Mesophyll-Leitfihigkeit
gm unendlich ist (Gleichung 8.5). In (A) sind die Werte der nitraternihrten Pflanzen, in
(B) die Werte der ammoniumernihrten Pflanzen dargestellt. Cc =C; wurde mit dem Licor
bestimmt (Messungen von Shiwei Guo, Institut fiir Pflanzenernihrung), I'* wurde Tabelle
8.1 A entnommen (NHY ). Es sind jeweils die Mittelwerte aus vier Messungen dargestellt.

Lichtintensitat vollig unbekannt ist. Aus diesem Grund wurde getestet, ob der Unterschied
zwischen Jg r und Jg ¢ in Abbildung 8.3 schon dadurch minimiert werden kann, wenn
Rp=]Jp=0 gesetzt und durch den Kurvenfit ein geeignetes g,, gefunden wird. Dies fiihrt
auf folgende, reduzierte Form von Gleichung 8.18

JEF = a1d4AQ+a24@Q (8.19)

mit
Cy — 2= 42T 520
A R (8:20)

gm
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Falls Rp eine dhnliche Lichtabhidngigkeit besitzt wie A, ist es moglich, Rp tiber a; zu erfas-
sen. Uber as kann durch den Fit die Lichtatmung Ry abgeschitzt werden.

Fiir die Fits wurde die Kombination aus einer Gausschen linearen Regression (fiir die a;)
und einem Simplex-Algorithmus (fiir I'} und g, Press et al., 1986) benutzt. Allerdings ent-
hielt sogar die reduzierte Form von Gleichung 8.18 noch zu viele Freiheitsgrade. Aus diesem
Grund wurde ein I'; von 30 ppm in der Fitroutine vorgegeben. Zuséatzlich wurde ein Joint
Fit (Globalfit) angewandt, um mit der gleichen Mesophyll-Leitfahigkeit g, fiir nitrat- und
ammoniumerndhrte Pflanzen zu rechnen.

150 150
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S
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4 A B
o 1 1 1 0 1 1 1
0 400 800 1200 0 400 800 1200
400 400
—~ 300 | 300
£ L3
S 3
2 20} EEQ E 4 200l *c & ¥
O
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0 1 1 1 1 1
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Abbildung 8.4.: Ergebnisse der Fit-Berechnungen. Die in Abbildung 8.3 dargestellten Daten wurden mit
Hilfe der Gleichungen 8.19 und 8.20 gefittet. | p (Datenpunkte) und [g ¢ (Fitergebnis-
se dargestellt durch die Linie) von (A) nitrat- und (B) ammoniumernihrten Pflanzen. C;
(Datenpunkte) und berechnetes Cc (Linie) von (C) nitrat- und (D) ammoniumernihrten
Pflanzen. Bei den gemessenen Daten sind jeweils die Mittelwerte aus vier Messungen darge-
stellt. Die Mittelwerte der Fitparameter sind: ¢, =0.14molm=2s~1, 4, =1.13 (NO3 ), 0.95
(NHJ), az = 0.31 umolm=2s=* (NO3 ), 0.37 umolm=2 s~ (NHJ ). I'* wurde vorgegeben
(30 ppm).

Auf den ersten Blick scheint eine Koinzidenz zwischen Jr r und Jg ¢ gefunden werden zu
konnen (Abbildung 8.4 A, B), wenn alle Elektronen zu NADPH/ HT fiir den Calvin-Zyklus
flielen (Rp =] =0). Der Unterschied zwischen Jg r und Jg ¢ in Abbildung 8.3 kann unter
der Annahme erkldrt werden, dafs der Abfall von C¢ (hervorgerufen durch ein geeignetes
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gm, das mit Hilfe der Fitroutine bestimmt wurde) zu einer relativen Stimulierung des Elek-
tronenflusses zur Photorespiration fiihrt.

Die Ergebnisse stellen jedoch nicht einen endgiiltigen Beweis fiir die Annahme Rp=]p=0
dar, da auch andere Losungen in Ubereinstimmung mit den Experimenten sind. So gibt es
z.B. kein Argument, das die Interpretation einer unendlichen Mesophyll-Leitfdhigkeit g,
ausschliefit. In diesem Fall kann die Diskrepanz zwischen Jg r und Jg ¢ in Abbildung 8.3
durch J 5 und Rp tiberbriickt werden. Sehr wahrscheinlich spielen beide Effekte eine Rolle.
Die Hauptaussage der in Abbildung 8.4 A, B dargestellten Fitergebnisse beinhaltet, daf} die
Daten nicht der Hypothese widersprechen, dafs die Diskrepanz zwischen Jg r und Jg g
durch ein geeignetes, endliches g, tiberbriickt werden kann, selbst dann, wenn dieses g,
und I'; als konstant und gleich grof$ in nitrat- und ammoniumernéhrten Pflanzen angenom-
men werden.

Bei Betrachtung des Koeffizienten a; (Gleichung 8.19) fillt jedoch auf, dafi er in nitraterndhr-
ten Pflanzen um 15 % hoher liegt als in ammoniumernéhrten Pflanzen (Bildunterschrift von
Abbildung 8.4). Das niedrigere a;, das fiir die ammoniumernahrten Pflanzen bestimmt wur-
de, reicht nach obigen Rechnungen aus, um den Calvin-Zyklus mit Reduktionsdquivalenten
zu beliefern. Daraus 1afst sich schliefsen, dafs der hohere Wert in nitraterndhrten Pflanzen
auf einen Anteil von mindestens 15% von Jg r hinweist, der nicht dazu benutzt wird, um
den Calvin-Zyklus am Laufen zu halten. Wenn das vermutete Rp (oder Jg) in Gleichung
8.18 eine dhnliche Lichtabhédngigkeit besitzt wie 4 AQ, dann kann ihm die Fitroutine kei-
ne Extra-Komponente zuordnen. In diesem Fall (auch dann, wenn die Kurvenformen von
Rp und 4 AQ in Abhéngigkeit von der Lichtintensitdt nicht absolut gleich sind) wird die
Rp-Komponente mit dem 4 A Q-Term vermischt, was zu einer Erhohung von a; fiihrt. Der
hohere Wert von a; stimmt gut mit den Ergebnissen aus Tabelle 8.1 D {iberein, die beinhal-
ten, dafs das hohere I';, durch einen lichtabhingigen Flufs erklart werden kann, der nicht zur
Aufrechterhaltung des Calvin-Zyklus benétigt wird.

Beim Vergleich der Gleichungen 8.18 und 8.19 zeigt sich, dafd die physikalische Bedeutung
des Parameters as die Lichtatmung R ist. Die in der Bildunterschrift von Abbildung 8.4 an-
gegebenen Werte sind fiir nitraterndhrte Pflanzen dhnlich denen in Tabelle 8.1 A (0.31 bzw.
0.24 ymol CO» m~2s71). Der hohere Wert bei den ammoniumernihrten Pflanzen aus Tabelle
8.1 A konnte jedoch durch die Fitroutine nicht gefunden werden. Dem sollte allerdings nicht
zuviel Bedeutung beigemessen werden, da in der Fitroutine zuviele Freiheitsgrade sind. Da-
durch kann der relativ kleine ap-Term durch kleinere Verdnderungen im a;-Term verfélscht
werden.

Abbildung 8.4 C, D zeigt auch den Intensititsverlauf der beiden CO;-Konzentrationen C¢
und C;. Es zeigt sich, dafs die CO;-Konzentration im Chloroplasten (Cc¢) sogar bei hohen
Fliissen sinnvolle Werte annimmt. Dies bedeutet, dafs das Verhalten von C¢ kein Argument
gegen obige g,,-Hypothese liefert, mit deren Hilfe die Diskrepanz zwischen Jg r und Jg ¢
erklart werden sollte, die sich wegen der Ergebnisse in Tabelle 8.1 (die sich aus den Unter-
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schieden im gemessenen I';, bei nitrat- und ammoniumernahrten Pflanzen ergaben) jedoch

als relativ unwahrscheinlich erweist.

8.4. Zusammenfassung

Die Messungen von I'* lieferten einen Hinweis auf die Existenz einer stdrkeren, lichtabhéan-
gigen CO,-Entwicklung R in nitraterndhrten Pflanzen. Eine solche Aussage war nicht so of-
fensichtlich beim Vergleich von Jg r (Gleichung 8.12) und Jg ¢ (Gleichungen 8.13 und 8.16).
Die Kurvenform in Abbildung 8.3 beinhaltet allerdings nicht gentigend Charakteristika, um
alle 6 Parameter (aj, a2, Rp, ], I'* und g,,, Gleichungen 8.18 und 8.19) bestimmen zu kon-
nen. Daher handelt es sich dabei um eine eher ungeeignete Methode zur Beantwortung der
Fragestellung, ob Fliisse, die nicht im Calvin-Zyklus enden, involviert sind oder nicht. Der
einzige Hinweis auf ihre Existenz ist das um 15 % hohere a; in nitraterndhrten Pflanzen. Die-
ses a; kam jedoch unter der Hypothese zustande, dafs der Unterschied zwischen Jg r und
J e, durch einen hypothetischen, relativ niedrigen Wert der Mesophyll-Leitfahigkeit g,,, ent-
steht. Der Unterschied zwischen a; 3 und a; 4 kann grofier werden, wenn die tatsdchliche
Mesophyll-Leitfahigkeit g, grofser ist als die Mesophyll-Leitfahigkeit g,,, die sich bei den
Fits ergab.

Es stellt sich die Frage, ob dieser zusédtzliche Elektronenflufd in nitraterndhrten Pflanzen
mit der Zunahme ARp in Tabelle 8.1 verglichen werden kann, die 22 % von V¢ unter I'*-
Bedingungen ausmacht. Beide Fliisse sollten mit der Intensitat zunehmen, ARp sollte jedoch
im Gegensatz zu V¢ unempfindlich gegentiber der CO2-Konzentration im Chloroplasten C¢
sein. V¢ verringert sich etwa um den Faktor 2 mit der Lichtintensitdt unter den Bedingun-
gen in Abbildung 8.4. Also konnte das Verhiltnis ARp/V bei Ethohung der Lichtintensitat
sogar noch zunehmen. Wird dies in Betracht gezogen, scheint der Unterschied von a; 3 und
a1 4 zu gering. Die Antwort ergibt sich daraus, dafs sowohl ] 5 als auch Rp zu einem hoheren
J e beitragen konnen (Gleichung 8.18), aber nur Rp Auswirkungen auf I'};, hat (Gleichung

8.9). Der Anteil 3 von Jp
B = P

der zur CO2-Entwicklung (Rp) beitragt, konnte von der Stickstofferndhrung abhéngen. Dies

(8.21)

wiirde beinhalten, daf$ in nitraterndhrten Pflanzen nicht nur a; (Jg) hoher ist, sondern auch
der Anteil 3, der zur COs-Entwicklung (R ) fiihrt.

Die pflanzenphysiologische Grundlage fiir ein variables 3 ist die Variabilitdt in der Kopp-
lung von metabolischen Wegen zwischen Chloroplasten, Mitochondrien und dem Cytosol.
Ein solcher Unterschied zwischen nitrat- und ammoniumerndhrten Pflanzen ist der Stick-
stoffmetabolismus.

Zusammenfassend lafst sich sagen, daf$ sich die Differenz in I'};, durch eine unterschiedliche
lichtabhédngige CO,-Entwicklung (Rp) in nitrat- und ammoniumerndhrten Pflanzen erklaren
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8.4 ZUSAMMENFASSUNG

1a63t. Die Ursache dafiir ist in der Kopplung zwischen den Zellkompartimenten zu suchen.
Mit Hilfe der Dunkelatmung wird diese Fragestellung in Kapitel 10 ndher untersucht.

Das hypothetische C¢c in Abbildung 8.4 zeigt keine stickstoffspezifischen Unterschiede. Da-
her ergibt sich aus dem Vergleich von Jg r und J g ¢ kein Hinweis auf eine unterschiedliche
Photorespiration in nitrat- und ammoniumernihrten Pflanzen.

Eine wichtige Voraussetzung fiir den FluSvergleich aus Chlorophyll-Fluoreszenz und CO»-
Assimilation war die Vermutung, da sich Anderungen der COs-Konzentration im Chloro-
plasten (C¢) unmittelbar auf die Chlorophyll-Fluoreszenz auswirken. Wieweit diese Annah-
me zuldssig ist, wird im folgenden Kapitel ndher untersucht.
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9. Umschalten der Rubisco von CO»- auf

O,-Bindung

In den Gleichungen 8.13 und 8.18 wurde davon ausgegangen, dafd der Calvin-Zyklus Elek-
tronen (in Form von NADPH/H™) annimmt, wenn die Rubisco sowohl als Carboxylase oder
auch als Oxygenase arbeitet. Im folgenden Kapitel wird daher genauer untersucht, wie die
photosynthetischen Grofien auf Verdanderungen des CO;-Gehalts reagieren.

Dazu wird die Tatsache ausgenutzt, dafs die MeSkammer der Clark-Elektrode wéahrend einer

Messung unter Lichteinwirkung an CO; verarmt (Spors, 1997).

9.1. Ursache fiir die Abnahme der Sauerstoffrate
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Abbildung 9.1.: FC-Messung (A) und Sauerstoffrate (B) eines ammoniumerndihrten Bohnenblattes bei einer
Aktinlichtintensitiit von 180 ymolm=2s~'. Bei 1670s wurde die Mefkammer mit “Luft”

(20 % Og, 0.03 % COq, Rest: Ny) gespiilt.
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9.1 URSACHE FUR DIE ABNAHME DER SAUERSTOFFRATE

Abbildung 9.1 zeigt eine 40miniitige Messung, die mit der FC-Maschine (Abbildung
9.1A) und mit der Clark-Elektrode (Abbildung 9.1B) bei einer Aktinlichtintensitdt von
180 umolm~2s~! in der geschlossenen Meflkammer der Clark-Elektrode durchgefiihrt wur-
de. Es zeigt sich, dafs ab ungefdahr 1200 s eine Abnahme der Sauerstoffrate erfolgt, wahrend
kein Effekt im Elektronenflufs J,, zu beobachten ist.

Spors (1997), die ebenfalls eine Abnahme der Sauerstoffrate wahrend dhnlicher Messungen
beobachtete, vermutete, daf durch die photosynthetischen Reaktionen das CO; in der ge-
schlossenen Mefikammer abnimmt. Um diese Annahme zu tiberpriifen, wurde die Kammer
nach der Abnahme der Sauerstoffrate zum Zeitpunkt t=1670s mit "Luft” (20 % Og, 0.03 %
COgy, Rest: Ny) gespiilt. Wahrend bei der FC-Messung nur ein geringer Effekt durch die Luft-
sptilung auf den Elektronenflufs J,, zu erkennen ist, nimmt die Sauerstoffrate wieder deutlich
zu (Abbildung 9.1 B). Ursache dafiir ist das CO;, das der Kammer zugefiihrt wurde.

Im folgenden wird die Abnahme der Sauerstoffrate in Abhédngigkeit von der eingestrahl-
ten Aktinlichtintersitdt untersucht. Abbildung 9.2 zeigt vier Sauerstoffmessungen am selben
Blatt bei vier unterschiedlichen Lichtintensitiaten (100, 200, 400 und 800 ymolm~2s~1!). Bei
der hochsten Lichtintensitdt ist die Sauerstoffrate am grofiten. Wie zu erwarten war, ist in

diesem Fall das CO; in der Kammer auch am schnellsten aufgebraucht.
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Abbildung 9.2.: Abhiingigkeit der CO2-Verarmung der MefSkammer von der Intensitit des aktinischen Lichts.
Die Rate der Sauerstoffentwicklung dOo/dt wurde mit der Clark-Elektrode an einem nitrat-

ernithrten Bohnenblatt bestimmt. Die Intensitit des aktinischen Lichts betrug 100, 200, 400
1

und 800 pmolm=2s~
Aufgrund dieser Untersuchungen ist davon auszugehen, dafs CO3-Verarmung in der Kam-
mer fiir die Abnahme der Sauerstoffentwicklung verantwortlich ist. Nun soll ndher unter-
sucht werden, welche Prozesse fiir das nicht-parallele Verhalten von Elektronenflufs und
Sauerstoffrate verantwortlich sind.
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UMSCHALTEN DER RUBISCO VON CO5- AUF O3-BINDUNG

9.2. Messungen bei RuBP-Limitierung

Bei unterschiedlichen Lichtintensitdten wirken verschiedene Prozesse limitierend auf die
Photosynthese: Bei geringen Intensititen ist der Elektronenfluf$ limitierend, was sich begren-
zend auf die Regeneration des RuBP im Calvin-Zyklus als Ausgangsstoff fiir Carboxylierung
und Oxygenierung auswirkt. Bei hohen Lichtintensitdten ist die Photosynthese durch die Ka-
pazitidt der Rubisco und/oder die Verfiigbarkeit von CO, limitiert (Evans, 1986; Kromer et
al., 1993; Ogren und Evans, 1993).
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Abbildung 9.3.: FC-Messung (A) und Sauerstoffrate (B) eines ammoniumernihrten Bohnenblattes bei ei-
ner Aktinlichtintensitit von 180 umolm=2 s~ in der geschlossenen Meflkammer der Clark-
Elektrode.

In Abbildung 9.3 ist eine 40 mintitige Messung an einem ammoniumerndhrten Bohnenblat-
tes dargestellt, die bei einer Aktinlichtintensitdt von 180 ;zmol m 2571 durchgefiihrt wurde
(Schinner et al., 2001). Wihrend die Sauerstoffrate nach ca. 700 s eine deutliche Abnahme
zeigt, bleibt der Elektronenfluf3 J, erhalten. Es tritt sogar eine weitere Zunahme auf. Es sind
zwei Effekte zu beobachten:

1. Elektronenflufs und Sauerstoffrate verhalten sich nicht parallel.

2. Gleichzeitig mit Abnahme der Sauerstoffrate dndert sich bei der Fluoreszenzmessung das
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9.2 MESSUNGEN BEI RUBP-LIMITIERUNG

Riickstellverhalten nach einem séttigenden Blitz (Abbildung 9.3 A). Es sind zwei Riickstell-
komponenten zu sehen: eine schnelle Komponente (], s.,), die schon wéahrend maximaler
Sauerstoffrate zu Beginn der Messung vorhanden war, und eine langsame Komponente
(Jp,ia), die erst bei Abnahme der Sauerstoffrate auftritt. Abschnitt 9.6 wird sich genauer mit
dem Zeitverhalten der beiden Komponenten beschéftigen.

Als Erklarung fiir das unterschiedliche Verhalten von Elektronenflufs und Sauerstoff kom-
men Prozesse in Frage, die in der Lage sind, Elektronen bzw. Reduktionsdquivalente und an
PS 1II entstandenen Sauerstoff zu verbrauchen und evtl. CO; freizusetzen. Mogliche Kandi-
daten hierfiir sind die Mehler-Reaktion, die Photorespiration und Reaktionen in den Mito-
chondrien.

Zur Unterscheidung von schnellen und langsamen Gasfluflprozessen wurden in Koopera-
tion mit Wulff (2000) und Spors (2001) parallele Messungen der Clark-Elektrode mit dem
Photoakustik-Aufbau durchgefiihrt.
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Abbildung 9.4.: Parallele Messung mit Clark-Elektrode und Photoakustik an einem Gierschblatt bei einer
Lichtintensitit von 30 pmolm=2s~1. Gemeinsame Messung von Wulff (2000) und Spors
(2001).

Wie bereits in Kapitel 4.1.3 erwdhnt, hat die Photoakustik den Vorteil, dafd sie nur Prozes-
se detektiert, die innerhalb von 35ms nach einem Lichtpuls ablaufen. Daher kann in die-
sem Fall eine mogliche Beteiligung der Photorespiration und der Prozesse in den Mitochon-
drien ausgeschlossen werden, wiahrend mit der Clark-Elektrode die Netto-Sauerstoffrate
bestimmt wird, die sich aus der Sauerstoffentstehung an PS II, der Mehler-Reaktion, der
Photorespiration und den Reaktionen in den Mitochondrien zusammensetzt. Der Nachteil
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der Photoakustik-Messungen liegt darin, dafy die Apparatur nur relativ geringe Lichtinten-
sitdten liefert. Um dennoch mit diesen geringen Lichtintensitdten eine CO,-Verarmung der
Kammer zu erreichen, wurde an der Schattenpflanze Giersch bei einer Lichtintensitdt von
30 umolm~—2s~! gemessen.

In Abbildung 9.4 sind der Verlauf der Sauerstoffentwicklung (gemessen mit der Clark-
Elektrode) sowie die drei Photoakustik-Komponenten (k;: Thermik, ko: Sauerstoffentwick-
lung, k3: CO2-Aufnahme durch die Losung von CO5 im Stroma bei licht-induzierter Alkali-
nisierung) abgebildet. Es ist zu erkennen, dafs die mit der Clark-Elektrode gemessene Sauer-
stoffentwicklung bei ungefdhr 400s in die Sattigung geht, was auf die CO-Verarmung der
Mefikammer zuriickzufiihren ist. Interessant ist der Vergleich mit der aus den Photoakustik-
Antworten bestimmten Sauerstoffevolution ks: Diese bleibt im Zeitbereich nach 400s kon-
stant. Zusitzlich ist anhand der COy-Aufnahmekurve zu erkennen, dafd im selben Zeitraum
das Blatt weiterhin CO; aufnimmt. Diese Aufnahme nimmt langsam und linear ab.
Zusammengenommen bedeuten diese drei Effekte, dafd Prozesse den im PS II entstandenen
Sauerstoff (gemessen durch kj) verbrauchen und dadurch die von der Clark-Elektrode regi-
strierte Brutto-Sauerstoffentwicklung Null ist. Die erhebliche CO,-Aufnahme-Komponente

ks beweist, daf’ bei diesen Prozessen CO; entsteht, das vom Blatt wieder aufgenommen wird.

9.3. Messungen bei Rubisco-Limitierung

Obige Messungen, die das nicht-parallele Zeitverhalten des Elektronenflusses und der Sau-
erstoffrate zeigen, wurden bei relativ geringen Aktinlichtintensitdten von 180 umolm?s!
durchgefiihrt. Es ist daher davon auszugehen, dafs obige Messungen bei RuBP-Limitierung
stattfanden. Im folgenden soll nun untersucht werden, wie sich Elektronenflufs und Sauer-

stoffrate unter Rubisco-Limitierung bei CO2-Verarmung der MefSkammer verhalten.

In Abbildung 9.5 ist eine 10 miniitige Messung des Exzitonenflusses und der Sauerstoffrate
bei einer Aktinlichtintensitdt von 800 yumolm~2s~! dargestellt. In diesem Fall verhalten sich
Elektronenflufs und Sauerstoffrate parallel: ], als Lange der abwirtsgerichteten Blitzantwor-
ten wird mit der Abnahme der Sauerstoffrate kleiner. Da der Elektronenflufs stockt, steigt
die thermische Deaktivierung (Abstand von Null bis zur unteren Spitze der Blitzantwor-
ten) so stark an, dafy der Gesamtflufs J,, + J4 grofSer als vorher wird (Abbildung 9.5 A). Da bei
800 pmolm—2s~! die Rubisco limitierend wirkt, kann unter COs-Verarmung kein Umschal-
ten der Rubisco von CO; auf O3 erfolgen. Dies ginge ohne Auswirkung auf den Elektronen-
fluS an PS II vonstatten. Zusatzlich kann es sein, daf die Prozesse aufierhalb des Chloropla-
sten, die O verbrauchen und bei 180 yumolm~2s~! in der Lage waren, den Elektronenfluf}
aufrechtzuerhalten, ebenfalls ausgelastet sind.
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Abbildung 9.5.: FC-Messung (A) und Sauerstoffrate (B) eines nitraternihrten Bohnenblattes bei einer Ak-
tinlichtintensitit von 800 pmolm—2s~ 1,

9.4. Messungen unter nicht-photorespiratorischen Bedingungen

Ein Erkldarungsansatz fiir die Aufrechterhaltung des Elektronenflusses unter COj-

—1 war, daf3 die Rubisco von CO, auf O, umschaltet. Dieser

Verarmung bei 180 umolm~—?2s
Prozefs und die Mehler-Reaktion konnen ausgeschaltet werden, wenn die O-Konzentration
in der Mefs(kammer von 20 % auf 2 % verringert wird. Fiir die in Abbildung 9.6 dargestellte
Messung wurde die Kammer vor Beginn der Messung mit einer Gaszusammensetzung von
2% O3, 0.03 % CO3, Rest: N3 gespiilt. Wiederum wurden der Exzitonenflufs und die Sauer-

—25~1 {iber einen Zeitraum von 40 min

stoffrate bei einer Aktinlichtintensitdt von 180 ymolm
bestimmt.

Im Vergleich zu den Werten, die sich bei der Messung unter 20 % O, (Abbildung 9.3 A, B) er-
gaben, ist sowohl der Elektronenflufs (Abbildung 9.6 A) als auch die maximale Sauerstoffrate
zu Beginn der Messung (Abbildung 9.6 B) reduziert. Dies deutet auf eine Verminderung der

Elektronenakzeptoren hinter PS I hin. Die Abnahme der Sauerstoffrate tritt frither ein als
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Abbildung 9.6.: FC-Messung (A) und Sauerstoffrate (B) eines ammoniumernihrten Bohnenblattes bei einer
Aktinlichtintensitit von 180 pmol m—2s~" unter 2 % Os, 0.03 % CO,, Rest: No.

bei der Messung unter 20 % O» (Abbildung 9.3 B). Das ldfit vermuten, dafd der an PS II ent-
standene Sauerstoff sofort durch sauerstoffverbrauchende Prozesse innerhalb der Zelle refi-
xiert wird oder dafd in den ablaufenden Reaktionen innerhalb der Zelle weniger CO, erzeugt
wird. Aufierdem fallt auf, dafy die langsame Riickstellkomponente (J,, ;,) schon zu Beginn der
Messung vorhanden ist.

9.5. Ubersicht der Ergebnisse

In Abbildung 9.7 ist eine Ubersicht der in den vorherigen Abschnitten beschriebenen Mes-
sungen dargestellt. Es wurden der Elektronenflufs J, und die Rate der Sauerstoffentwick-

lung dO,/dt fiir nitrat- und ammoniumernédhrte Pflanzen unter 20 % Oz bei einer CO»-
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9.5 UBERSICHT DER ERGEBNISSE

Konzentration von 0.03 % (“normal CO;”) sowie unter CO,-Verarmung bestimmt. Dieselben
Parameter sind fiir die Messungen unter nicht-photorespiratorischen Bedingungen (2 % O,
0.03 % CO», Rest: No) dargestellt.
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Abbildung 9.7.: Elektronenflufs |, und Rate der Sauerstoffentwicklung dOo/dt von nitrat- und ammoniumer-
niihrten Bliittern bei einer Aktinlichtintensitit von 180 pmol m—2 s~'. Die Gaszusammenset-
zung in der MefSkammer betrug zu Beginn der Messung 20 %0 o bzw. 2 %02, 0.03 % CO.,
Rest: No. Wiithrend der 40 miniitigen Messung trat COo-Verarmung in der Kammer auf. Es
ist der Mittelwert aus elf Messungen dargestellt.
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Im Elektronenflufy sind keine stickstoffspezifischen Unterschiede zu beobachten. Fiir die
Messungen unter 20 % O, ist die bereits erwdhnte Stimulation von J, unter CO,-Verarmung
zu erkennen. Unter nicht-photorespiratorischen Bedingungen (2 % Oz in Abbildung 9.7) ist
der Elektronenflufs im Vergleich zu den Messungen unter 20 % geringer. Es tritt eine weitere
Abnahme auf, wenn sich das CO; in der Mefs(kammer verringert.

Die Sauerstoffrate zeigt unter “normalen” CO»-Bedingungen ebenfalls keine signifikanten
stickstoffspezifischen Unterschiede, weder unter photorespiratorischen (20 % O, in Abbil-
dung 9.7) noch unter nicht-photorespiratorischen (2 % O3 in Abbildung 9.7) Bedingungen.
Unterschiede treten unter CO,-Verarmung der Mefskammer auf: Besonders unter photore-
spiratorischen Bedingungen ist die Sauerstoffrate der ammoniumernédhrten Pflanzen gerin-
ger als die der nitraterndhrten.

Bei der Interpretation der Sauerstoffmessungen ist allerdings zu berticksichtigen, daf$ sie auf
die Flache normiert sind, wahrend sich die Fluoreszenzmessungen auf die Reaktionszentren
beziehen. Wird die unterschiedliche Morphologie der nitrat- und ammoniumernéhrten Blat-
ter in Betracht gezogen, d.h. wird die Sauerstoffrate auf die Anzahl der Zellen pro Flache
(Kapitel 6.1) normiert, so wird wegen der gréfieren Anzahl von Zellen pro Fliche bei ammo-
niumerndhrten Pflanzen der Unterschied in der Sauerstoffrate noch grofler. Allerdings treten
dann auch bereits Unterschiede unter “normalen” CO,-Bedingungen auf.

Die Abnahme der Sauerstoffrate bei CO-Verarmung bei gleichbleibendem photosyntheti-
schen Flufs ], ist nicht einfach zu erkldren. Die Messungen kénnen nur bedeuten, dafy das
Oy, das bei PS II entwickelt wird und proportional zum Elektronenflufs J, ist, wieder einge-
fangen wird. Ein Kandidat hierfiir wére die Mehlerreaktion. Es ist jedoch nicht anzunehmen,
daf sie solch grofse Mengen verarbeiten kann.

Die Photorespiration ist ein sehr wahrscheinlicher Elektronenakzeptor, der O, verbraucht.
Zusétzlich entsteht bei dieser Reaktion COs, das fiir die Carboxylierung benutzt werden
kann, bei der wiederum Reduktionsdquivalente verbraucht werden.

Ebenfalls einen dauerhaften Verbrauch des entwickelten Oz konnte die Verbrennung der von
der ETC gelieferten Reduktionsdquivalente in den Mitochondrien bewirken. Hierbei ist in-
teressant, dafy dieser Effekt starker bei den ammoniumerndhrten Pflanzen ausgepragt ist.
Die nitraterndhrten Pflanzen geben einige Reduktionsdquivalente an die Aminosduresyn-
these ab, brauchen also nicht so viel in den Mitochondrien zu verbrennen. Auch wird bei der
Synthese einiger Aminosduren wie z.B. Valin oder Isoleucin (Heldt, 1999) wieder CO frei,
als dann als nicht-O,-verbrauchender Akzeptor zur Verfiigung steht.

Wenn bei 2 % O, die Photorespiration ausféllt, sinken, wie erwartet, der Elektronenflufs und
auch die Sauerstoffrate. Es ist aber erstaunlich, dafs bei CO2-Verarmung noch ein hoher Elek-
tronenfluf$ J, und auch eine hohe Sauerstoffrate nachbleibt. Dafs die Diskrepanz zwischen
Elektronenflufs und Sauerstoffrate im rechten Teil von Abbildung 9.7 sehr viel kleiner wird
(und bei nitraterndhrten Pflanzen fast verschwindet), pafit gut zu der Hypothese, daf} die
Diskrepanz im linken Teil von Abbildung 9.7 (bei 20 %) auf der Photorespiration sowie der
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9.5 UBERSICHT DER ERGEBNISSE

Verbrennung in den Mitochondrien beruht.

Diese wiirden bei 2 % O3 auch weitgehend wegfallen. Die Grofse der Fliisse ist jedoch er-
staunlich. Es stellt sich die Frage, welcher Akzeptor die Elektronen iibernimmt, aber kein Oy
verbraucht. Es ist neben der Nitratassimilation, die bei den ammoniumernihrten Pflanzen
aber wegfillt, auch an den Citrat-Zyklus zu denken, der die anfangs unter CO, gebildeten
Kohlenwasserstoffe verarbeitet und dabei CO; entwickelt, was allerdings unwahrscheinlich
ist, da die Mitochondrien die Reduktionsdquivalente nicht abnehmen kénnen. Alle Erkla-
rungen sind unbefriedigend. So bleibt fiir die Messungen unter 2 % Os die Suche nach ei-
nem Akzeptor, der unter den in der Literatur und in Kapitel 2 erorterten Akzeptoren nicht
vorkommt.

Die Ergebnisse des ndchsten Abschnitts weisen in den Versuchen unter 2 % O, auf eine grofle
Rolle des Exports aus den Chloroplasten bereits unter ausreichend CO hin.

I

5000 | T
. 1
5
2
' 2500

- +
NO, NH,
0

Abbildung 9.8.: Gesamt-Sauerstoffentwicklung (entspricht der Fliche in Abbildung 9.3B) withrend
40 miniitiger Beleuchtung der nitrat- und ammoniumernihrten Blitter mit aktinischem
Licht von 180 pmolm=2 s~1. Es ist der Mittelwert aus elf Messungen dargestellt.

Weiteren Aufschlufd iiber die involvierten Prozesse ergibt die Berechnung der Gesamt-
Sauerstoffentwicklung fiir die 40 miniitige Messung unter 20 % Oy (Abbildung 9.8). Da die
Ausgangsmenge an CO; in der Kammer stickstoffunabhéngig konstant ist, beinhaltet die-
se Grofse, wieviel Oy pro CO; in der Mefikammer freigesetzt wurde. In Ubereinstimmung
mit den Uberlegungen zu Abbildung 9.7 zeigt es sich, dal bei den ammoniumernihrten
Pflanzen insgesamt weniger Oy pro CO; freigesetzt wird. Der niedrigere Wert fiir NH; in
Abbildung 9.8 deutet auf einen stirkeren Sauerstoffverbrauch innerhalb der NH; -Zelle oder
eine hohere CO»-Erzeugung der Oz-verbrauchenden Reaktionen in der NO3 -Zelle hin.
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9.6. Zeitverhalten der schnellen und langsamen

Riickstellkomponente nach einem sittigenden Blitz

In Abbildung 9.3 A fiel auf, dafs im Elektronenflufy gleichzeitig mit Abnahme der Sauer-
stoffrate eine langsame Riickstellkomponente nach den sittigenden Blitzen auftritt. Aus den
Daten der Abbildung 9.3 A und 9.6 A ist der Zeitverlauf des schnellen (J, ;) und des lang-
samen Anteils (J,;,) fiir photorespiratorische (20 % O2) und nicht-photorespiratorische (2 %
O2) Bedingungen aus der Lange der Blitz-induzierten Anteile ermittelt worden und in Ab-
bildung 9.9 dargestellt. Zusétzlich ist noch einmal die bereits in den Abbildungen 9.3 B und
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Abbildung 9.9.: Rate der Sauerstoffentwicklung dOo/dt (A, B) unter photorespiratorischen (20 % O3) und
nicht-photorespiratorischen (2 % Os) Bedingungen sowie die schnelle [, scn (C, D) und lang-
same [y 14 (E, F) Komponente des Elektronenflusses eines ammoniumernihrten Bohnenblat-
tes. Die Aktinlichtintensitiit betrug 180 pmolm=2s=1.

9.6 B gezeigte Sauerstoffrate abgebildet. Es féllt auf, dafs unter Normalbedingungen (Abbil-
dung 99 A, C, E) der schnelle Anteil (J,, s.;) ein paralleles Verhalten zur Sauerstoffrate auf-
weist, wiahrend sich die langsame Komponente (J,,;,) dazu invers verhilt: Sie tritt erst bei

90



9.6 SCHNELLE UND LANGSAME RUCKSTELLKOMPONENTE

Abnahme der Sauerstoffrate auf.

Die Riickstellkomponente nach einem Sattigungsblitz ist ein Indikator fiir die Reoxidierung
des Plastoquinonpools (PQ in Abbildung 2.2). Daher lafit sich vermuten, dafi die schnelle
Komponente Prozesse innerhalb des Chloroplasten widerspiegelt. Durch sie kann der PQ-
Pool relativ schnell reoxidiert werden. Der schnelle Anteil tritt auch unter CO,-Verarmung
der MefSkammer auf (Abbildung 9.9 C). In diesem Fall gibt er wahrscheinlich den Anteil der
Photorespiration wieder. Die Komponente J,, ;, (Abbildung 9.9 E) ist ein Indikator fiir Prozes-
se, die den PQ-Pool langsam reoxidieren. Diese sind vermutlich durch Diffusionsprozesse
limitiert und deshalb aufierhalb des Chloroplasten lokalisiert. Der Vergleich von Abbildung
9.9 E und F zeigt, dafs sie O verbrauchen. Daher handelt es sich wahrscheinlich um die Elek-
tronentransportkette in den Mitochondrien.

Auch unter nicht-photorespiratorischen Bedingungen (Abbildung 9.9 B, D, F) verhalten sich
die Sauerstoffrate und die schnelle Komponente parallel. Der langsame Anteil (Abbildung
9.9F) ist allerdings seit Beginn vorhanden und bei CO;-Verarmung nicht stimulierbar.
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Abbildung 9.10.: Langsamer Anteil J,, 1, des photosynthetischen Elektronenflusses unter COo-Verarmung in
der MefSkammer (normiert auf den gesamten Elektronenflufl J,, 4es) der nitrat- und ammoni-
umerndihrten Blitter bei 20 % O (Luft) und 2 % O,. Die Intensitit des aktinischen Lichts
betrug 180 pmol m=2 s, Es ist der Mittelwert aus elf Messungen dargestellt.

Diese Beobachtung ist auch in Abbildung 9.10 dargestellt. Es ist der Anteil der langsa-
men Komponente am Gesamt-Elektronenflufs (J;, ;o /Jp,ges) flir nitrat- und ammoniumernéhr-
te Pflanzen unter 20 % O3 bzw. 2% O bei COz-Verarmung der Meflkammer aufgetragen.
Es sind keine stickstoffspezifischen Unterschiede zu erkennen. Dies steht nicht im Wider-
spruch zu Abbildung 9.8, da es durchaus moglich ist, dafs der Redoxexport im Rahmen des
Mefifehlers bei nitrat-und ammoniumernédhrten Pflanzen gleich ist, wie ja auch die Elektro-
nenfliisse in Abbildung 9.7 gleich waren. Nur die Art der Akzeptoren kann verschieden sein.
Die Akzeptoren in nitraterndhrten Pflanzen fithren zur CO,-Entwicklung oder zu geringe-
rem Oz-Verbrauch und ergeben so eine hohere Netto-O,-Entwicklung, wie im vorherigen
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Abschnitt diskutiert wurde.

Daf3 der langsame Anteil unter 2 % O konstant von Anfang an vorhanden ist, zeigt, daf3 hier
Akzeptoren ins Spiel kommen, die von Anfang an durch den Wegfall der Photorespiration
stimuliert werden. Wie oben bereits erwihnt, ist ihre Identitidt unklar, aber sie existieren.

Bei diesen Messungen wird der Vorteil der FC-Maschine deutlich. Es konnten direkt die
Sauerstoffrate und die verschiedenen Komponenten des Elektronenflusses miteinander ver-
glichen werden. Mit dem PAM wiren die beobachteten Effekte erst nach Invertierung mit
hoheren Streuungen zu erkennen gewesen.

9.7. Messungen von Elektronenfluff und Sauerstoffentwicklung

an Maisblittern

Zur Vereinfachung der Interpretation werden im folgenden Abschnitt Messungen an Pflan-
zen gezeigt, die eine verminderte Photorespiration haben. Es handelt sich hierbei um Mais,
einen Vertreter der C4-Pflanzen.

9.7.1. CO,-Metabolismus in C,-Pflanzen

Spaltgtfng
{Stoma)

Abbildung 9.11.: Schematische Darstellung der Blattanatomie einer C4-Pflanze (Kranzanatomie). BS: Biin-
delscheidenzellen, MS: Mesophyllzellen. (Heldt, 1999).

Wie bereits in Kapitel 6.1 erwdhnt, mufs wahrend der Photosynthese ein Optimum erreicht
werden zwischen Wasserverlust durch die Stomata (Transpiration) und der Moglichkeit zur
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COs-Aufnahme. Dies kann besonders in warmen und trockenen Gebieten ein Problem dar-

stellen. C4-Pflanzen haben einen Weg gefunden, den Wasserverbrauch bei der Photosynthese

wesentlich zu verringern. Sie bendtigen nur 400 bis 600 mol Wasser fiir die Fixierung von ei-

nem mol COs. Dies entspricht etwa der Hilfte des entsprechenden Wasserverbrauchs von

Cs-Pflanzen, der bei 700 bis 1300 mol liegt (Heldt, 1999).

Alle C4-Pflanzen zeigen eine sogenannte Kranzanatomie (Abbildung 9.11): Die Biindelschei-

denzellen in der Mitte werden durch Mesophyllzellen umschlossen, die ihrerseits Kontakt

mit dem interzelluldren Gasraum der Bldtter haben. Die Grenze zwischen Mesophyll- und

Biindelscheidenzellen wird durch eine grofse Anzahl von Plasmodesmen (Abbildung 2.1)

unterbrochen, die einen Diffusionsstrom von Metaboliten zwischen den Mesophyll- und den

Biindelscheidenzellen ermoglichen.
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Abbildung 9.12.: CO»-Konzentrierungsmechanismus von Cy-Pflanzen (NADP-Malatenzymtyp, Beispiel

Mais). Im Cytosol der Mesophyllzellen wird HCO3 durch Reaktion mit Phosphoenolpy-
ruvat gebunden. Das entstandene Oxalacetat wird in den Chloroplasten der Mesophyllzel-
len zu Malat reduziert. Das Malat diffundiert in die Biindelscheidenzellen und wird dort
unter Bildung von CO; oxidativ decarboxyliert. Das dabei gebildete Pyruvat wird in den

Chloroplasten der Mesophylizellen zu Phosphoenolpyruvat phosphoryliert (Heldt, 1999).

Der entscheidende Punkt fiir den Ablauf der C4-Photosynthese ist das Vorhandensein einer

Pumpe, durch die das CO; von der relativ niedrigen Konzentrationen in den Mesophyllzel-
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len durch Uberfﬁhrung in die Biindelscheidenzellen, in denen der Calvin-Zyklus stattfindet
(Abbildung 9.12), auf eine ungefdhr 14 fach hohere Konzentration angehoben wird. Bei sehr
hohen CO,-Konzentrationen in der Umgebung der Rubisco wird die Oxygenasereaktion fast
vollig unterdriickt (Krause, 1994). So ist der Anteil der Photorespiration unter atmosphéri-
schen Os- und COs-Konzentrationen nur 1.6 % der Netto-CO,-Assimilation (Edwards und
Baker, 1993).

9.7.2. Fliisse unter CO,-Verarmung bei Mais

Die mit der C3-Pflanze Buschbohne in den vorherigen Abschnitten dargestellten Messungen
unter CO,-Verarmung in der MefSskammer wurden auch mit der C4-Pflanze Mais durchge-
fiithrt. Abbildung 9.13 zeigt als Beispiel die ersten 25 min einer 40 miniitigen Messung, in der
der Exzitonenflufs (Abbildung 9.13 A) und die Sauerstoffrate (Abbildung 9.13 B) bei einer
Aktinlicht-Intensitit von 560 yumolm~2s~! bestimmt wurden (in den letzten, nicht darge-
stellten 15 min der Messung blieben die Werte konstant).

Zu beobachten ist (anders als bei den Buschbohnen unter niedrigen Aktinlichtintensitéten,
Abbildung 9.3) ein paralleles Verhalten von Elektronenflufs J,, (erkennbar an der Lange der
Sattigungsblitze) und Sauerstoffrate. Messungen dieser Art wurden unter verschiedenen
Aktinlichtintensitaten (I =150, 250, 450 yumol m~2s~!) durchgefiihrt. Unabhéngig von der In-
tensitdt war stets ein paralleles Verhalten der beiden Mefigrofien zu beobachten. Aufserdem
trat die langsame Komponente des Elektronenflusses, die bei Buschbohnen nach Abnahme
der Sauerstoffrate zugeschaltet wurde, unter CO,-Verarmung der Meffkammer nicht auf.

In der Literatur werden hdufig Messungen des Elektronentransports (bestimmt aus den
Fluoreszenzdaten) und der CO;-Assimilation von C3- und C4-Pflanzen einander gegentiber-
gestellt, um die Rolle der Photorespiration in C3-Pflanzen zu untersuchen. Die Messungen
in Abbildung 9.13 stehen in Ubereinstimmung mit der bei C4-Pflanzen gefundenen direkten
Korrelation des Elektronentransports und der CO»-Assimilation (Wong und Woo, 1986; Krall
und Edwards, 1990), auch bei variierenden COs- und Os-Konzentrationen (Oberhuber et al.,
1993). Bei C3-Pflanzen konnte eine direkte Korrelation nur unter nicht-photorespiratorischen
Bedingungen (siehe auch Abschnitt 9.4) beobachtet werden (Wong und Woo, 1986; Cornic
und Briantais, 1991). Dies trifft auch fiir die hier durchgefiihrten Vergleichsmessungen zwi-
schen Elektronenflufl und Sauerstoffrate zu.

Ein Phdnomen, das bisher in der Literatur nicht erwdhnt wurde, ist bei CO2-Verarmung der
Mefskammer das Auftreten eines zweiten Maximums in der Sauerstoffrate, wie es in Abbil-
dung 9.13 B zu sehen ist. Dieses zweite Maximum trat bei den hier durchgefiihrten Messun-
gen stets (mehr oder weniger stark ausgeprégt) auf. Es wird vermutet, daf seine Ursache in
der Aufgabenteilung zwischen den beiden Zelltypen (Mesophyll- und Biindelscheidenzel-
len) liegt.

Wihrend in den Mesophyllzellen die Hauptaufgabe in der effektiven CO>-Aufnahme be-
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Abbildung 9.13.: Messung des Exzitonenflusses (A) und der Rate der Sauerstoffentwicklung (B) von

Mais bei COo-Verarmung der MefSkammer. Die Intensitit des aktinischen Lichts betrug

560 umolm=2s71,

steht, findet in den Biindelscheidenzellen der komplette Calvin-Zyklus statt (Abbildung
9.12). Das ATP, das in den Biindelscheidenzellen fiir den Calvin-Zyklus benétigt wird,
wird hauptsdchlich durch zyklischen Elektronentransport um PS I bereitgestellt. Aus die-
sem Grund sind die Aktivitdten der Photosysteme, PS II und PS I, in den beiden Zelltypen
unterschiedlich stark ausgeprdagt: Wahrend in den Mesophyllzellen eine dhnliche Aktivitat
von PS IT und PS I beobachtet wurde, ist in den Biindelscheidenzellen die Aktivitat von PS II
verglichen mit PS I sehr niedrig (Pfiindel et al., 1996). Daher ist anzunehmen, daf} die gemes-
sene Sauerstoffentwicklung hauptsdchlich aus den Mesophyllzellen kommt.

Vermutlich spiegelt das erste Maximum der Sauerstoffrate (Abbildung 9.13 B) den Ablauf
der Photosynthese unter Normalbedingungen wider, wahrend das zweite Maximum da-
durch zustande kommt, dafy die Biindelscheidenzellen bei der Verarbeitung der von den

Mesophyllzellen gelieferten CO»-Trager zeitverzogert wieder CO; bereitstellen, das dann in
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den Mesophyllzellen wieder fiir einen O,-Entwicklungsschub sorgt.

Bei der C4-Pflanze Mais ist eine sehr strikte Beziehung zwischen Elektronenfluff und Sau-
erstoffrate zu beobachten, die langsame Riickstellkomponente tritt nicht auf. Damit liefert
Mais ein interessantes Gegenstiick, bei dem der Export aus dem Chloroplasten offenbar ei-
ne geringere Rolle spielt. Da in den Biindelscheidenzellen, in denen der Calvin-Zyclus lduft,
PS II eine geringere Rolle spielt und deshalb der zyklische Elektronentransport um PS I vor-
herrscht, besteht offenbar nicht die Notwendigkeit, iiberschiissige Reduktionsdquivalente
zur Korrektur des ATP-Dilemmas (die ETC erzeugt zu wenig ATP pro NADPH) zu expor-
tieren (Backhausen et al., 1994; Kromer, 1995; Noctor und Foyer, 1998). Dies unterstiitzt die
Hypothese, dafs die in dieser Arbeit beschriebenen Phanomene mit dem zur Losung des
ATP-Dilemmas notwendigen Redoxexport zusammenhéangen.

Zusammenfassend ldfst sich sagen, dafs in Cs-Pflanzen nicht unter allen MefSbedingungen
aus dem photosynthetischen Elektronenflufs (gemessen durch die Chlorophyll-Fluoreszenz)
auf die CO2-Konzentration im Chloroplasten geschlossen werden kann. Vielmehr haben in-
nerhalb der Zelle einige Prozesse grofie Kapazitdten, Elektronen bzw. Reduktionsdquivalente
zu verbrauchen, ohne daf} O, freigesetzt oder CO; assimiliert wird.

Die Kapazitidten bzw. die Stimulierbarkeit der Mitochondrienwege werden im nichsten Ka-
pitel ndher untersucht.
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10. Versuche zur Identifikation der beteiligten
mitochondrialen Wege

Im vorangegangenen Kapitel ergab sich, dafs die Vorgénge in den Mitochondrien eine ent-
scheidende Rolle bei der unterschiedlichen StrefSresistenz nitrat- und ammoniumernihrter
Pflanzen spielen. Aus diesem Grunde wird nun versucht, durch Inhibition einzelner Wege
der Atmungskette ihre Beteiligung in Abhdngigkeit von der N-Form zu untersuchen. Zu-
sdtzlich zur Messung der Fliisse im Licht kommt noch die Betrachtung der lichtstimulierten
(LEDR) und dunkeladaptierten Dunkelatmung hinzu, zum einen, um zu untersuchen, was
im Licht im Cytosol angereichert wird, zum anderen, um zu sehen, ob die Anpassung an die
Erndhrungsform auch bereits die Prozesse im Dunkeln beeinflufst.

10.1. Inhibition mitochondrialer Funktionen

Intermembran-Raum

N
NAD(P) NAD(P)H . .
H H H

Complex |

NADH NAD" NADH Succ Fum %0, HZO

Matrix

Abbildung 10.1.: Wirkungsorte der Inhibitoren in den Mitochondrien. Antimycin A hemmt Komplex 11l und
damit den gesamten Cytochrom-Weg. SHAM inhibiert die Alternative Oxidase (AO), Oli-
gomycin die ATPase.
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Um, wie oben erwdhnt, mogliche stickstoffspezifische Unterschiede in den metabolischen
Wegen innerhalb der Mitochondrien zu finden, werden bei den Messungen Inhibitoren mi-
tochondrialer Funktionen eingesetzt. Abbildung 10.1 zeigt die bereits in Abbildung 2.3 dar-
gestellte mitochondriale Elektronentransportkette sowie die ATPase.

Es sind zusitzlich die Wirkungsorte der Inhibitoren Antimycin A, SHAM und Oligomycin
abgebildet. Durch Antimycin A wird KomplexIII und damit der gesamte Cytochrom-Weg
inhibiert (Furbank und Horton, 1987; Nicholls und Ferguson, 1992), durch SHAM wird der
Elektronentransport zur Alternativen Oxidase (AO) gehemmt (Siedow, 1982). Oligomycin
inhibiert die mitochondriale ATPase (Igamberdiev et al., 1997, 1998).

Fiir die Versuche wurden die abgeschnittenen Blitter der nitrat- und ammoniumerndhrten
Buschbohnen iiber Nacht in die jeweilige Inhibitorlosung gestellt. Uber den Transpirations-
strom gelangte der Inhibitor dann in die Zellen.

10.2. Auswirkungen der Inhibition auf die photosynthetischen

Parameter

Bei den folgenden Messungen wurden junge nitrat- und ammoniumernihrte Bohnenblitter
fiir jeweils 5min mit Halogenlicht von 1000 umolm~2s~! bestrahlt. In dieser Phase wurde
mit der FC-Maschine der Elektronenfluf J,, und mit der Clark-Elektrode die Rate der Sau-
erstoffentwicklung d Oz /dt gemessen. Folgende Inhibitoren wurden tiber Nacht durch den
Transpirationsstrom in die Blatter gebracht: 10 uM Oligomycin zur Inhibition der ATPase,
10 uM Antimycin A zur Inhibition des Cytochrom Wegs bzw. 20mM SHAM zur Inhibition
der Alternativen Oxidase.

Fiir den Elektronenfluf3 J,, und die Rate der Sauerstoffentwicklung d O, /dt ergibt sich ein
sehr eindeutiges Bild (Abbildung 10.2): Die nitraterndhrten Pflanzen reagieren im Licht auf
Antimycin A und sind gegeniiber den anderen Inhibitoren unempfindlich. Die ammonium-
erndhrten Pflanzen sind in ihren Lichtreaktionen durch SHAM beeinflufst und relativ un-
empfindlich gegeniiber den anderen Inhibitoren (lediglich in J, zeigte sich unter Oligomy-
cinvergiftung eine leichte Abnahme). Eine erste Schlufifolgerung 1aft sich ziehen, dafs der
Cytochrom Weg in den nitraterndhrten Pflanzen eine bedeutende Rolle spielt, wihrend bei
den ammoniumernéhrten Pflanzen die Alternative Oxidase wichtig fiir die metabolischen
Reaktionen zu sein scheint. Oligomycin hat im Vergleich dazu keinen grofien Effekt auf die
Lichtreaktionen der beiden Pflanzenarten.

Es stellt sich die Frage, ob die Metabolite auch unmittelbar nach Ausschalten des Lichts im
Cytosol zu finden sind. Dies kann durch die Messung der Light Enhanced Dark Respiration
(LEDR) erfolgen.

98
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Abbildung 10.2.: Elektronenflufi |, (A) und Rate der Sauerstoffentwicklung dOy/dt (B) bei einer Aktin-
lichtintensitiit von 1000 ymol m—2
ter wurden mit Oligomycin, Antimycin A und SHAM vergiftet. Es ist der Mittelwert aus

s~L. Die nitrat- und ammoniumernihrten Bohnenbliit-

jeweils fiinf Messungen dargestellt.

10.3. Lichtstimulierte Dunkelatmung (LEDR) in dlteren Blittern

Im folgenden Abschnitt wird deshalb untersucht, inwieweit die Dunkelatmung von der
unmittelbaren Vorbeleuchtung abhéngt. In der Literatur gibt es unterschiedliche Aussagen
und Untersuchungen dariiber, wie sich die Dunkelatmung wahrend und direkt nach Be-
leuchtung verhilt. Da wihrend Beleuchtung die Oz-Entwicklung an PS II im allgemeinen
alle sauerstoffverbrauchenden Prozesse (Photorespiration, Dunkelatmung) tiberwiegt, ist es
schwierig, tiber das Verhalten der Dunkelatmung Aussagen zu machen. Aus diesem Grund
wird der Sauerstoffverbrauch in den ersten Minuten nach Ausschalten des Lichts gemessen
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und als Maf3 fiir die vorherige Rate der Dunkelatmung genommen (Xue et al., 1996). Einige
Veroffentlichungen berichten tiber einen Riickgang der Dunkelatmung (Edwards und Ba-
ker, 1993), wihrend in anderen Publikationen hdufig vom Phidnomen der LEDR (Reddy et
al., 1991; Raghavendra et al., 1994; Xue et al., 1996; Atkin et al., 1998, Hoefnagel et al., 1998)
gesprochen wird.

4.
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Abbildung 10.3.: Rate der lichtstimulierten Dunkelatmung DA i in Abhingigkeit von der Lichtintensitiit der
Vorbeleuchtung in nitrat- und ammoniumernihrten Blittern. Zusitzlich ist bei der Inten-

sitit [ =0 pmolm=2 s~ der Wert der Dunkelatmung ohne Vorbeleuchtung DA, abgebildet.
Es ist der Mittelwert aus sieben Messungen dargestellt.

Im folgenden wird der Einflufs der Vorbeleuchtung bei dlteren nitrat- und ammoniumernéhr-
ten Blattern untersucht. Dazu wurden die ausgestanzten Blattscheiben fiir jeweils 10 min mit
Halogenlicht von 50, 100, 200, 350, 500, 950 bzw. 1200 pmolm~2s~! bestrahlt. Vor der er-
sten Beleuchtungsphase wurden die Blattscheiben fiir 30 min dunkeladaptiert. In den letzten
10min der Dunkeladaptionszeit wurde die Rate der Dunkelatmung ohne Vorbeleuchtung
DA ( bestimmt. Die Rate der Dunkelatmung nach Vorbeleuchtung DA ; wurde in den ersten
5min nach Beleuchtung gemessen (Abbildung 10.3).

Es fallt auf, dafs die Dunkelatmung nach einer Beleuchtungsphase mit niedrigen Lichtinten-
sititen im Vergleich zur Dunkelatmung ohne Vorbeleuchtung DA  verringert ist. Bei hohe-
ren Intensitdten nimmt die Atmung zu und erreicht hohere Werte als DA . Dies erklart die
oben genannte Diskrepanz in der Literatur, wenn die Messungen bei verschiedenen Lichtin-
tensitdten durchgefiihrt wurden. Die Werte liegen bei den ammoniumernédhrten Pflanzen
insgesamt hoher als bei den nitraterndhrten Pflanzen, was mit der hoheren Anzahl an Zellen
pro Flache zusammenhéngt. Was bei diesen Messungen allerdings hauptsédchlich interessiert,
ist die Lichtabhédngigkeit, die sich am Kurvenverlauf zeigt. Hierbei ist jedoch kein stickstoff-
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Abbildung 10.4.: Schematische Darstellung des Citratzyclus. Pflanzliche Mitochondrien enthalten als Beson-
derheit NAD-Malat-Enzym in der mitochondrialen Matrix. Dadurch konnen Pflanzenmi-
tochondrien Malat (ohne Zusatz von Pyruvat) im Citratzyklus oxidieren. Die Glutamat-
Dehydrogenase ermoglicht die Oxidation von Glutamat in den Mitochondrien (Heldt,
1999).

spezifischer Unterschied zu erkennen.

Der Kurvenverlauf 1afst vermuten, dafd bei niedrigen Lichtintensitdten ein Herunterfahren
des Citratzyklus stattfindet. Dies hangt mit der Lichtregulation der Pyruvat Dehydrogenase
(PDC; Gemel und Randall, 1992; Hoefnagel et al., 1998) zusammen (Abbildung 10.4).

Diese wird im Licht inaktiviert, wodurch das Einschleusen von Pyruvat in den Citratzyklus
vermindert wird. Es ist jedoch moglich, dafy anstatt Pyruvat (oder zusédtzlich zu Pyruvat)
Malat in den Citratzyklus gebracht wird (Abbildung 10.4). Dieses Malat kann als Redukti-
onsdquivalent aus dem Chloroplasten exportiert worden sein. Der Import von Malat in den
Citratzyklus ist daher lichtabhédngig. Hausler et al. (2000) berichten, daf$ bei Beleuchtung der
Malatgehalt im Cytosol sehr stark erhoht ist.

Ist nun bei hoheren Lichtintensitdten ein Ubermafl an Metaboliten in den Chloroplasten vor-

handen, konnen diese in den Citratzyklus exportiert werden oder die Reduktionsdquivalen-
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te aus ihnen den Komplex I speisen. Beides hitte als Folge eine hohere “Dunkelatmung” im
Licht. Dieser Effekt ist in Abbildung 10.3 bei grofier werdenden Lichtintensititen zu beob-
achten.

10.4. Lichtstimulierte Dunkelatmung nach Inhibition mit

Oligomycin, Antimycin A und SHAM

Wihrend im Verlauf der lichtstimulierten Dunkelatmung kein stickstoffspezifischer Unter-
schied gefunden wurde, zeigt sich eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegentiber Inhi-
bitoren. Die Inhibtion wurde unter denselben Bedingungen durchgefiihrt wie in Abschnitt
10.2 beschrieben. Zur Untersuchung des Einflusses der Inhibitioren auf die lichtstimulierte
Dunkelatmung wurden die Blattscheiben vor der ersten Beleuchtungsphase fiir 30 min dun-
keladaptiert.

In den letzten 10 min der Dunkeladaptionszeit wurde die Rate der Dunkelatmung ohne Vor-
beleuchtung DA ( bestimmt. Die Rate der Dunkelatmung nach Vorbeleuchtung DA ; wurde
in den ersten 5min nach Beleuchtung mit Halogenlicht von 200 und 1000 umolm—2s~! ge-
messen.

Das Bild wird sehr komplex, wenn die Rate der Dunkelatmung ohne Vorbeleuchtung DA
sowie die Rate der Dunkelatmung nach Vorbeleuchtung DA ; (Abbildung 10.5) mit der Wir-
kung auf die photosynthetischen Parameter aus Abschnitt 10.2 verglichen wird (Tabelle
10.1). Die Messungen mit Oligomycin (Abbildung 10.5 A, B) stiitzen die Hypothese, daf$ in
nitraterndhrten Pflanzen die ATP-Erzeugung wichtiger ist als in ammoniumernahrten Pflan-
zen, die in Abschnitt 10.8 ndher erlautert wird.

Der Anstieg der Dunkelatmung bei Licht zeigt, daf$ die Elektronentransportkette in den Mi-
tochondrien bei nitraterndhrten Pflanzen mit einem erhohten Umsatz arbeiten muf3, um das
notwendige ATP zu erzeugen. Da bei beiden Pflanzenarten kaum ein Effekt auf die Licht-
reaktionen zu erkennen ist, mufl davon ausgegangen werden, dafs es den nitraterndhrten
Pflanzen gelungen ist, mit einer Stimulation der Atmung die wichtigen photosynthetischen
Prozesse aufrechtzuerhalten. Bei den ammoniumernéhrten Pflanzen scheint diese Stimulati-
on unter Oligomycin-Vergiftung nicht notwendig zu sein, da ebenfalls kaum eine Abnahme
in den photosynthetischen Parametern zu beobachten war.

Anders verhilt es sich bei Inhibition mit Antimycin A (Abbildung 10.5C, D): Hier ist bei den
nitraterndhrten Pflanzen keine Stimulation der Dunkelatmung zu beobachten. Als Folge da-
von brechen die photosynthetischen Parameter ein (Abbildung 10.2 und Tabelle 10.1). Bei
den ammoniumernéhrten Pflanzen ist unter diesen Bedingungen eine Stimulierbarkeit der
Atmung zu beobachten. Diese Stimulierbarkeit geht mit der Beobachtung einher, daf$ die
photosynthetischen Prozesse durch den Inhibitor unbeeinflufst sind (Abbildung 10.2 und
Tabelle 10.1). Affourtit et al. (2001) berichten, dafs bei Antimycin A-Vergiftung 94 % der Ge-
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Abbildung 10.5.: Rate der lichtstimulierten Dunkelatmung DA 1 in Abhingigkeit von der Lichtintensitiit der
Vorbeleuchtung. Die nitrat- und ammoniumernghrten Bohnenblitter wurden mit Oligomy-
cin (A, B), Antimycin A (C, D) und SHAM (E, F) vergiftet. Zusitzlich ist bei der Intensitiit
I=0pmolm=2s=1 der Wert der Dunkelatmung ohne Vorbeleuchtung DA, abgebildet. Es
ist der Mittelwert aus jeweils fiinf Messungen dargestellt.

samtatmung von der Alternativen Oxidase (AO) kontrolliert werden. Wird diese Aussage
auf die Messungen tiibertragen, so scheint die AO in nitraterndhrten Pflanzen nicht so stark
ausgepragt oder zumindest nicht stimulierbar zu sein. In den ammoniumernéhrten Pflanzen
scheint eine stimulierbare AO vorhanden zu sein.
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hell hell dunkel hell — dunkel
Inhibitor Ip dOy/dt DAy DA ;
NO; NHj | NOj NH; | NO; NHj | NOj NH;
Oligomycin - (1) - ~ ) - 1 )
Antimycin A ! - ! - (1) (1) - 7
SHAM - ! - | | | ) -)

Tabelle 10.1.: Ubersicht iiber die beobachteten Effekte der Inhibitoren Oligomycin, Antimycin A und SHAM
auf den photosynthetischen Elektronenfluf$ J,, die Rate der Sauerstoffentwicklung im Licht
dO,/dt, die Rate der Dunkelatmung ohne Vorbeleuchtung DA sowie die Rate der Dunkel-
atmung direkt nach Vorbeleuchtung DA ;. Die Symbole bedeuten: - : kein Effekt im Vergleich
zur Kontrollmessung, 1: Erhohung bei der Messung mit Inhibitor im Vergleich zur Kontroll-
messung, | : Erniedrigung bei der Messung mit Inhibitor im Vergleich zur Kontrollmessung.
( ): die beobachtete Erhohung oder Erniedrigung ist nur schwach ausgepriigt.

Wieder anders verhilt es sich mit den Messungen unter SHAM-Vergiftung (Abbildung
10.5E, F): Hier ist zwar ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Stickstofformen in
den photosynthetischen Parametern zu sehen, aber kein Unterschied in der Lichtstimulier-
barkeit der Dunkelatmung. Es ist schwierig, eine konkrete Erklarung dafiir zu finden.

10.5. Stimulierbarkeit der Dunkelatmung bei Anzucht der
Pflanzen unter Starklicht

Die Effekte in den vorangegangenen Abschnitten lassen sich mit dem Export von Metaboli-
ten oder Reduktionsdquivalenten aus den Chloroplasten erkldren. Nun soll die Frage unter-
sucht werden, ob bei der Dunkelatmung ohne Vorbeleuchtung (DA () bereits Umstellungen
des metabolischen Apparates zu erkennen sind. Es muf$ daher die Wirkung der Anzuchts-
bedingungen betrachtet werden.

Wie bereits in Abbildung 7.2 dargestellt, fithrt die Anzucht der Pflanzen unter Starklicht-
bedingungen zu einem deutlichen Effekt auf die Fluoreszenzparameter bei den ammoni-
umerndhrten Pflanzen. Dies zeigt sich auch bei den in Abbildung 10.6 dargestellten Mes-
sungen. Die nitrat- und ammoniumerndhrten Pflanzen wurden unter Normallicht (NL,
350 umol m~2s~!) und Starklicht (HL, 550 umolm~2s~!) angezogen.

Fiir die Messungen wurden Blattscheiben ausgestanzt und in die Kammer der Clark-
Elektrode gebracht. In den letzten 10min der 30 miniitigen Dunkeladaptionsphase wurde
die Rate der Dunkelatmung DA, mit der Clark-Elektrode bestimmt. Danach wurde mit
der FC-Maschine bei einer Aktinlichtintensitit von 560 yumolm~2 s~! und mittels sittigender
Blitze der photosynthetische Elektronenfluf$ J, bestimmt. Wahrend bei den nitraterndhrten
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Abbildung 10.6.: Elektronenflufl ], (A) bei einer Aktinlichtintensitit von 560 pmolm=2s~1 und Rate der
Dunkelatmung DA o ohne Vorbeleuchtung (B) in nitrat- und ammoniumernihrten Boh-
nenblittern, die unter Normallicht(NL)- und Starklicht(HL)-Bedingungen angezogen wur-
den. Es ist der Mittelwert aus jeweils vier Messungen dargestellt.

Pflanzen kein Effekt der Anzucht (NL oder HL) auf ], zu erkennen ist, nimmt in den am-
moniumerndhrten Pflanzen unter HL-Anzucht der Elektronenflufs ab (Abbildung 10.6 A).
Umgekehrt verhilt es sich mit der Dunkelatmung: Es ist kein Effekt der Anzucht (NL oder
HL) bei den ammoniumerndhrten Pflanzen unter zu erkennen, dafiir aber eine deutliche Sti-
mulation der Dunkelatmung der nitraterndhrten Pflanzen (Abbildung 10.6 B).

Als Erkldrungsansatz gibt es zwei Moglichkeiten:

Hypothese 1: Wie in Abbildung 7.4 gezeigt, findet unter Starklichtanzucht eine Photoinhi-
bition bei den ammoniumernihrten Pflanzen statt. Diese wiirde zu einem Runterregeln von

PS II fithren, was sich in der Verminderung von ], dufSert. Die Dunkelatmung wiirde daher
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keine direkte Aussage tiber das Verhalten der Mitochondrien wiedergeben.

Hypothese 2: Es konnte sein, dafd die Dunkelatmung bei den ammoniumernéhrten Pflanzen
bereits unter Normalbedingungen in der Sattigung ist. Kommt Strefs in Form von Anzucht
unter Starklicht hinzu, sind die ammoniumernéhrten Pflanzen nicht in der Lage, zusétzliche
Reduktionsdquivalente aus den Chloroplasten an die Mitochondrien abzugeben. Als Folge
davon nimmt der Elektronenflufs in den Chloroplasten ab. Anders verhilt es sich bei den
nitraterndhrten Pflanzen. Thre Dunkelatmung ist unter StrefSbedingungen stimulierbar. Sie
versetzt sie in die Lage, zusitzliche Reduktionsdquivalente von den Chloroplasten in die

Mitochondrien zu importieren.

10.6. Dunkelatmung und Elektronenflufs bei Anzucht unter
Starklicht und erhohtem CO,-Gehalt

Da sich aus obigen Messungen keine eindeutigen Aussagen ergaben, wurde im folgenden
untersucht, wie sich der Metabolismus der beiden Pflanzenarten verandert, wenn zuséatzlich
zum Starklicht ein erhohter COs-Gehalt wihrend der Anzucht vorhanden ist. Dazu wurden
die Pflanzen in einer geschlossenen Kammer im Gewéchshaus bei einer Lichtintensitdt von
800 pmolm~2s~! und einem erhthten CO5-Gehalt von 500 ppm in der Atmosphére angezo-
gen. Der Ablauf der Messungen ist identisch dem in Abschnitt 10.5 beschriebenen.

In Abbildung 10.7 A ist der unter einer Aktinlichtintensitdt von 560 yumolm~2s~! bestimmte
Elektronenfluf J,, fiir die bereits in Abbildung 10.6 gezeigte Kontrollmessung unter Normal-
licht und normaler CO-Konzentration (NL) dargestellt. Im Vergleich dazu wurde J,, fiir die
unter Starklicht und erhohtem CO,-Gehalt (HL + HC) angezogenen Pflanzen bestimmt. Es
fallt auf, dafs die durch Starklicht hervorgerufene Beeintrachtigung des Elektronenflusses
bei ammoniumernihrten Pflanzen verschwindet, wenn die Anzucht unter erhohten COs-
Konzentrationen erfolgt.

Ahnlich verhilt es sich auch mit der Dunkelatmung DA o (Abbildung 10.7 B). Hier tritt bei
den nitraterndhrten Pflanzen nicht die in Abbildung 10.6 beobachtete Stimulierung auf.

Es scheint, als konnten die durch das Starklicht hervorgerufenen StrefSerscheinungen durch
den erhohten COy-Gehalt kompensiert werden, wahrscheinlich weil dann mehr Redukti-
onsdaquivalente im Calvin-Zyklus verbraucht werden konnen (Faria et al., 1999). Die Limi-
tierungsprozesse verschieben sich so, daf$ sich die Starklichtpflanzen, die unter erhohtem
CO;-Gehalt angezogen wurden, wie Pflanzen verhalten, die unter Normallicht und norma-
lem CO;-Gehalt angezogen wurden. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, daf die
Redox-aufnehmenden Prozesse aufserhalb des Chloroplasten in die Sattigung kommen kon-
nen, wenn der Calvin-Zyklus nicht genug aufnimmt.
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Abbildung 10.7.: Elektronenflufi J,, (A) bei einer Aktinlichtintensitit von 560 ymolm=2s~' und Rate der
Dunkelatmung DA ¢ ohne Vorbeleuchtung (B) in nitrat- und ammoniumernihrten Boh-
nenblittern, die unter NL-Bedingungen (Normallicht von 350 pmolm=2 s~ und Normal-
atmosphiire) und HL+HC-Bedingungen (Starklicht von 800 pmolm=2s~1 und erhohter
COq-Gehalt von 500 ppm in der Atmosphire) angezogen wurden. Es ist der Mittelwert
aus jeweils vier Messungen dargestellt.

10.7. Vergleich von CO;- und O,-Gasfliissen im Dunkeln

In dunkeladaptierten nitrat- und ammoniumernédhrten Pflanzen wurde die Rate der O»-
Aufnahme ohne vorherige Beleuchtung (DA () mit der CO2-Abgabe (CO2-Dunkelatmung,
R ) in Abbildung 10.8 A verglichen. Die Daten der CO,-Abgabe wurden der Arbeit von Guo
(2001) entnommen, die Rate der Oz-Aufnahme wurde mit der Clark-Elektrode (Kapitel 3.3)
bestimmt. Dazu wurden die Blattscheiben fiir 30 min dunkeladaptiert. Fiir die letzten 10 min
der Dunkeladaptionszeit wurde dann die Rate der O,-Aufnahme berechnet.

Es zeigt sich, dafs beide Mefsgrofien bei ammoniumerndhrten Pflanzen im Vergleich zu den
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Abbildung 10.8.: Rate der Os-Aufnahme ohne vorherige Beleuchtung (DA) und COs-Abgabe (CO,-
Dunkelatmung, R,,) in dunkeladaptierten nitrat- und ammoniumernihrten Bohnenbliit-
tern (A). Fiir die Rate der O2-Aufnahme ist der Mittelwert von 20 Messungen dargestellt,
die Daten der COy-Abgabe wurden der Arbeit von Guo (2001) entnommen. (B): Die Daten
aus (A) sind normiert auf die Anzahl der Zellen N (Abbildung 6.4).

nitraterndhrten hoher sind. Erneut tritt das Problem auf, dafs die Gasmessungen auf die Fla-
che normiert sind. So kann aus den Daten in Abbildung 10.8 A nicht geschlossen werden, ob
dies mit der hoheren Anzahl von Zellen pro Fliache (Abbildung 6.4) oder einer tatsidchlich
hoheren mitochondrialen Aktivitdt zusammenhangt.

Aus diesem Grund wurden die in Abbildung 10.8 A gezeigten Daten auf die Anzahl der Zel-
len pro Flache normiert (Abbildung 10.8 B). Hieraus wird deutlich, daf die stickstoffspezifi-
schen Unterschiede in den COs-Fliissen verschwinden, wihrend eine erhohte Oy-Aufnahme
bei den ammoniumerndhrten Pflanzen auch nach der Normierung bestehen bleibt.

Eine weitere skalierungsunabhéangige Aussage ergibt sich, wenn das Verhéltnis der Rate der
O3-Aufnahme zur CO,-Abgabe bestimmt wird (Abbildung 10.9). Hier zeigt sich, daff der

Quotient bei Nitraterndhrung niedriger liegt.

108
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Abbildung 10.9.: Verhiiltnis der Rate der O-Aufnahme ohne vorherige Beleuchtung (DA o) zur CO2-Abgabe
(COq-Dunkelatmung, R,,, Guo (2001)) aus Abbildung 10.8 A in dunkeladaptierten nitrat-
und ammoniumernihrten Bohnenblittern.

Wie schon bei den Messungen im Licht, in denen die Gesamt-Sauerstoffentwicklung pro in
der Mefs)kammer vorhandenem CO; bestimmt wurde (Abbildung 9.8), zeichnet sich auch
bei den Reaktionen im Dunkeln ein hoherer Os-Verbrauch pro CO2-Abgabe bei den ammo-
niumerndhrten Pflanzen ab. Allerdings ist dieser Unterschied im Dunkeln schwieriger zu
interpretieren, da kein lichtabhdngiger Export von Reduktionsdquivalenten stattfindet. Eine
Moglichkeit besteht darin, dafs Transaminasen bei nitraterndhrten Pflanzen auch im Dun-
keln aus einfachen Aminosduren komplexere herstellen. Dabei wird CO; freigesetzt (Heldt,
1999).

10.8. Dunkelatmung nach Oligomycin-Vergiftung in dlteren
Bldttern

Wenn in nitraterndhrten Pflanzen auch im Dunkeln Transaminasen arbeiten, sollten diese
Pflanzen stirker auf ATP angewiesen sein als die ammoniumernéhrten. Das wird durch Ver-
giftung der ATP-Synthese mit Oligomycin getestet.

Es wurde daher die Rate der Dunkelatmung DA ( bestimmt, nachdem die abgeschnittenen
Blatter tiber Nacht mit 10 xM Oligomycin vergiftet wurden. Wiederum wurden Blattschei-
ben ausgestanzt und in die Kammer der Clark-Elektrode gebracht. Die Rate der Dunkel-
atmung DA wurde in den letzten 10min der 30 miniitigen Dunkeladaptionszeit mit der
Clark-Elektrode bestimmt.

Abbildung 10.10 zeigt, dafl kein Effekt von Oligomycin auf die Dunkelatmung in
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ammoniumerndhrten Blattern zu beobachten ist, wihrend bei den nitraterndhrten Blittern

wiederum eine deutliche Stimulation zu erkennen ist.
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Abbildung 10.10.: Rate der Dunkelatmung DA o ohne Vorbeleuchtung in nitrat- und ammoniumernihrten
Bohnenblittern, die mit 10 uM Oligomycin vergiftet wurden. Es ist der Mittelwert aus
jeweils vier Messungen dargestellt.

Die erhohte Dunkelatmung in nitraterndhrten Blittern unter Oligomycin-Vergiftung lafit
vermuten, dafl die Atmung hier mit einem héheren Umsatz arbeiten muf3, um trotz teilwei-
ser Inhibition der ATPasen das notwendige ATP zu erzeugen. Es stellt sich die Frage, ob bei
den ammoniumerndhrten Blédttern die Dunkelatmung schon unter Normalbedingungen in
der Sattigung ist (wie es bereits bei obigen Messungen unter Starklichtanzucht in Hypothese
2 vermutet wurde) oder ob die ATP-Bildung bei der Dunkelatmung in ammoniumernéahr-
ten Bldttern keine so grofie Rolle spielt wie bei den nitraterndhrten Bldttern. Einen Hinweis
auf die zweite Moglichkeit ergaben die Messungen mit SHAM in Abschnitt 10.2. Wie in der
Diskussion im folgenden Kapitel noch ausgefiihrt wird, haben ammoniumerndhrte Pflanzen
weniger Bedarf an ATP, da keine Stickstoffassimilation stattfindet.

Im folgenden Kapitel sollen alle Ergebnisse in ein Modell eingebaut werden.
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11. Diskussion der Ergebnisse

Aus den in den vorangegangenen Kapiteln dargestellten MefSergebnissen lafst sich das im
folgenden diskutierte Gesamtbild als neuer Erklarungsansatz fiir die unterschiedliche Licht-
strefiresistenz bei nitrat- und ammoniumernéhrten Pflanzen zusammensetzen.

11.1. Detaillierteres Bild iiber die Rolle von PS II-Schadigungen

Mit Hilfe der Messungen in Kapitel 7 wurde die Adaption des Photosyntheseapparates an
die jeweilige Stickstofferndhrung sowie an unterschiedliche Lichtintensitdten (Schwachlicht,
Starklicht) untersucht. Dabei ergaben sich folgende Ergebnisse:

e Bei den Schwachlichtpflanzen zeigte sich kein stickstoffspezifischer Unterschied in den
Quenching-Parametern q,, qy und q;. Auf den ersten Blick lafst dies vermuten, daf3
PS I und die damit verbundenen Lichtumwandlungsprozesse in nitrat- und ammoni-

umerndhrten Pflanzen auf dieselbe Art funktionieren.

e Wird jedoch die Bildung von Zeaxanthin als zusétzliche Mefsgrofie in Betracht gezo-
gen, ergibt sich, dafs nitraterndhrte Schwachlicht-Pflanzen in der Lage sind, mehr Zea-
xanthin zu bilden. Bendixen (1998) vermutete bereits, dafd dies auf einen Mangel an

Ascorbat in ammoniumernihrten Pflanzen zuriickzufiihren ist.

e Die Beriicksichtigung der Strefidauer in Erweiterung der Messungen von Bendixen
(1998) ergab allerdings bei den Pflanzen, die unter Starklicht angezogen wurden, teil-
weise andere Ergebnisse. Es zeigte sich generell, daf3 es eine Rolle spielt, zu welchem
Zeitpunkt nach Beginn der Stickstoff- und Lichtbehandlung die Messungen durchge-
fithrt werden.

e Bei den in Abbildung 7.4 dargestellten Messungen treten stickstoffspezifische Unter-
schiede in der Photoinhibition bei Starklicht-Pflanzen auf. Ammoniumernahrte Pflan-
zen sind stdrker inhibiert als nitraterndhrte. Diese weisen jedoch auch Photoinhibiti-
onsquenching auf, das mit einer Abnahme der Zeaxanthinantwort (im Vergleich zu
nitraterndhrten Schwachlichtpflanzen) einher geht.
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Das hier verfeinerte Bild, dafd mit wachsendem Stref3 auch nitraterndhrte Pflanzen Photoin-
hibition und Abnahme von Zeaxanthin zeigen, ist jedoch kein Widerspruch zur alten Hy-
pothese. Selbstverstandlich sind nitraterndhrte Pflanzen nicht immun gegen Strefs, aber es
bleibt die Aussage bestehen, dafs sie besser mit dem Stref3 fertig werden. Insbesondere zeig-
te sich bei diesen Messungen, dafS bereits unter Nicht-Streflbedingungen Anzeichen eines
unterschiedlichen Metabolismus in nitrat- und ammoniumerndhrten Pflanzen vorhanden
sind. Dies dufSert sich allerdings nicht in den Fluoreszenzparametern, sondern in der mit der
Radikalabwehr verbundenen Zeaxanthin-Bildung. Es stellt sich die Frage, weshalb die am-
moniumerndhrten Pflanzen kein Zeaxanthin bilden, und welchen Mechanismus sie stattdes-
sen entwickelt haben. Der Ascorbatmangel und die erhohte Aktivitdt der Sauerstoffradikal-
fangenden Enzyme (Zhu et al., 2000) weisen eindeutig darauf hin, daf§ die ammoniumer-
ndhrten Pflanzen einen starkeren Kampf gegen Radikale fithren, und dafs PS II im Gegensatz
zur sonst dominierenden Meinung (Aro et al., 1993; Critchley und Russel, 1994) in diesen
Prozessen eine Nebenrolle spielt.

11.2. Hinweise auf den Export von Reduktionsdquivalenten aus

den Chloroplasten

Bei hohen Lichtintensitdten entsteht im Chloroplasten ein Mifdverhaltnis zwischen ATP und
NADPH. Beide werden fiir die Carboxylierung im Calvin-Zyklus gebraucht. Im Chloropla-
sten wird jedoch mehr NADPH erzeugt, das von der Pflanze in anderen Prozessen ver-
braucht werden mufs. Dieses Ungleichgewicht kann sich bei hohen Lichtintensitdten ver-
groflern, wenn z.B. ATP zusétzlich fiir Proteinreparaturen benétigt wird (Baroli und Melis,
1996). Zu den NADPH verbrauchenden Reaktionen gehoren die Mehler-Reaktion, die Stick-
stoffassimilation bei nitraterndhrten Pflanzen, die Photorespiration sowie der Export tiber
den Malat-Oxalacetat-Shuttle oder den TP-PGA-Shuttle (Abbildungen 2.2 und 2.6). Reduk-
tionsdquivalente, die aus dem Chloroplasten exportiert werden, konnen von den Peroxiso-
men oder den Mitochondrien verarbeitet werden. Die Peroxisomen sind selbst nicht in der
Lage, NADH zu erzeugen, weshalb sie (vor allem unter photorespiratorischen Bedingun-
gen) auf NADH aus anderen Zellkompartimenten angewiesen sind (Abbildung 2.5). In den
Mitochondrien entstehen bereits durch den Citratzyklus Reduktionsdquivalente, die in der
mitochondrialen Elektronentransportkette teilweise zur Bildung von ATP benétigt werden.
Die Mitochondrien sind aber tiber die externe NAD(P)H-Dehydrogenase auch in der Lage,
externes NAD(P)H (z.B. aus den Chloroplasten) zu verarbeiten.

Hinweise auf einen Export von Reduktionsdquivalenten aus dem Chloroplasten ergaben sich
aus folgenden Messungen:

e Die schnelle Komponente (], s.;, Abbildung 9.9) im Riickstellprozefs nach einem Sétti-
gungsblitz ging im Gegensatz zur Sauerstoffrate unter CO;-Verarmung der Mefskam-
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mer nicht auf Null zuriick. Es wurde vermutet, dafs die schnelle Komponente Prozes-
se im Chloroplasten widerspiegelt. Unter CO,-Verarmung mufi dies ein Prozef3 sein,
der O oder recyceltes CO, verbraucht. Hierbei kommen die Photorespiration und die
Mehlerreaktion in Frage. Ebenfalls konnte das GS/GOGAT-System Elektronen aufneh-
men (Abbildung 2.6). Bei den FC-Messungen unter CO,-Verarmung trat aber auch eine
langsame Komponente (J, ;,, Abbildung 9.9) auf. Diese Komponente wird durch Pro-
zesse verursacht, die den PQ-Pool langsam reoxidieren und daher wahrscheinlich au-
Berhalb des Chloroplasten zu suchen sind. Die langsame Komponente trat nicht auf,
solange geniigend CO, in der Kammer vorhanden war. Es zeigte sich, daf3 ], ;, unter
niedrigen Aktinlichtintensitdten in der Lage war, den Anteil am photosynthetischen
Elektronentransport zu tibernehmen, der vor der CO;-Verarmung fiir die Carboxylie-
rung benotigt wurde.

Die C4-Pflanze Mais, die durch den starken zyklischen Transport um PS I in den Biin-
delscheidenzellen kein ATP-Problem hat, zeigt diese langsame Komponente nicht (Ab-
bildung 9.13 A).

Bei dem Versuch, den stickstoffspezifischen Unterschied in I'* zu erkldren (Kapitel 8.2),
ergab sich als wahrscheinlichste Hypothese, dafs nitraterndhrte Pflanzen eine deutlich
hohere, lichtabhdngige CO,-recycelnde-Atmung (Rp) haben als ammoniumernéhrte
Pflanzen.

Weitere Anzeichen fiir lichtabhidngige Fliisse von Reduktionsdquivalenten aus dem
Chloroplasten zeigten sich auch bei dem Ansatz, die Unterschiede von Jg ¢ und Jg r
mit einer endlichen Mesophyll-Leitfiahigkeit zu erkldren (Kapitel 8.3). Unter der Mi-
nimalaussage, dafy die Mesophyll-Leitfahigkeit in nitrat- und ammoniumernihrten
Pflanzen gleich grofs und relativ gering ist, ergab sich ein um 15 % hoherer Wert des
Koeffizienten a; in nitraterndhrten Pflanzen. Dieser weist auf einen Anteil von Jg
hin, der nicht dazu benutzt wird, den Calvin-Zyklus am Laufen zu halten. Durch an-
dere Werte der Mesophyll-Leitfahigkeit wiirde sich dieser Anteil noch vergrofsern.

Besonders deutlich zeigt sich ein intensitdtsabhdngiger Export von Reduktionsdquiva-
lenten bei Messungen der O-Dunkelatmung (LEDR) an é&lteren Bldttern in Abhédngig-
keit von der vorangegangenen Beleuchtungsphase (Abbildung 10.3).

Messungen, die mit Inhibitoren von Mitochondrienfunktionen (Antimycin A, SHAM,
Oligomycin) an jungen Blattern durchgefiihrt wurden, ergaben von der Stickstoffform
abhangige Unterschiede in der Oz-Dunkelatmung nach Vorbeleuchtung (Abbildung
10.5).
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11.3. Mogliche Entstehungsorte fiir Radikale aufierhalb des
Chloroplasten

An obigen Ergebnissen zeigt sich, daf$ bei beiden Stickstofformen ein lichtabhangiger Export
von Reduktionsdquivalenten und/oder Metaboliten stattfindet. Es 1df3t sich nicht klar beant-
worten, ob der Export grofser oder kleiner bei den ammoniumernéhrten Pflanzen ist. Dieser
Aspekt ist aber fiir die Klarung der hier anstehenden Frage (Ursache der unterschiedlichen
Schaden) weniger wichtig. Entscheidend ist die Frage nach der Art der diesen Export ver-
arbeitenden Reaktionen, d.h. warum bei dem einen Weg mehr bosartige Radikale entstehen
als bei dem anderen. Berticksichtigt werden miissen als mogliche metabolische Prozesse, die
fiir die Entstehung der Radikale verantwortlich sind, die Photorespiration, die Nitratassimi-
lation, der Citratzyklus sowie die verschiedenen Wege in den Mitochondrien.

e Mitochondrien:

- Hy0O; kann in den Mitochondrien an Komplex I entstehen. Diese H2O2-Bildung
tritt auf, wenn Komplex I nicht im Vorwaértsbetrieb lduft, z.B. bei der Oxidation
von Succinat an Komplex II (Braidot et al., 1999; Casolo et al., 2000): Nach Zuga-
be von Succinat tritt ein riickwértsgerichteter Elektronenflufs von UQ zu Kom-
plex I auf. Dabei entstehen grofse Mengen von HO,. Dieser Effekt wird vom
elektrischen Potential der Membran (A®) getrieben und kann durch freie Fett-
sduren, die die Spannung kurzschliefSen, inhibiert werden. Gleichzeitig mit der
H>0O5-Entstehung an Komplex I erhoht sich die Aktivitdt der Alternativen Oxida-
se (Braidot et al., 1999; Casolo et al., 2000).

— Wenn der Ubiquinon-Pool stark reduziert ist, konnen Elektronen direkt auf Sau-
erstoff {ibertragen werden, wobei Superoxid entsteht (Purvis, 1997). Diese HyO»-
Bildung durch reduziertes UQ wird dominierend, wenn Komplex I durch Spei-
sung mit Reduktionsdquivalenten aus Malat oder Glutamat in Vorwértsrichtung
lauft und damit das radikalerzeugende Riickwértslaufen unterdriickt wird. Diese
H»O,-Bildung am UQ-Pool ist nur 10 % von der an Komplex I (Braidot et al., 1999;
Casolo et al., 2000). Ihr entgegen wirkt ebenfalls die Aktivierung der Alternativen
Oxidase (Wagner und Krab, 1995; Popov et al., 1997; Maxwell et al., 1999).

— Generell herrschen dann begiinstigende Bedingungen fiir die Entstehung von Ra-
dikalen in den Mitochondrien, wenn ein niedriger Umsatz von ATP in der Zelle
stattfindet (Purvis, 1997).

e Photorespiration: Bei der Photorespiration entsteht H,O, in den Peroxisomen. Aller-
dings werden die Peroxisomen durch Radikale langsamer geschddigt als die Mitochon-
drien (Jimenez et al., 1998). Die Frage ist, ob die Radikale oder HoO; dem Entgiftungs-
system entkommen kénnen und ins Cytosol gelangen (Del Rio et al., 1998).
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e Cytosol: Zum Abbau von Radikalen tragt u.a. das Ascorbat-Glutathion-System, nicht

nur im Chloroplasten, wie in Abbildung 4.2 gezeigt, sondern auch in den anderen Zell-
kompartimenten bei. Dieses Ascorbat-Glutathion-System benoétigt fiir die Reduktion
von Glutathion NADPH. Im Cytosol selbst wird jedoch kaum NADPH gebildet. Wie
in Abbildung 2.6 zu erkennen ist, entsteht NADPH bei der Umwandlung von Citrat zu
a-Ketoglutarat und von TP zu PGA.
Die Bedeutung des NADPH wird durch folgende Geschichte deutlich, die im Lehnin-
ger (Nelson und Cox, 2001) erwédhnt wird: Pythagoras verbot seinen Anhdngern den
Genufs von Favabohnen, einem wichtigen Nahrungsmittel im Mittelmeerraum, wahr-
scheinlich deshalb, weil viele Leute davon krank wurden. Diese Erkrankung wird Fa-
vismus genannt. Ursache dafiir ist ein Mangel an Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
(G6PD). G6PD Kkatalysiert den ersten Schritt des Pentosephosphat-Weges, bei dem
NADPH entsteht. Favabohnen beinhalten einen toxischen Stoff, das Divicin, durch das
H>05 und freie Superoxid-Radikale entstehen. Bei Menschen mit G6PD-Mangel, die
nur in vermindertem Ausmafi NADPH produzieren, ist die Entgiftung der Radikale
beeintrachtigt. Besonders in malariadominierten Gebieten sind Menschen durch einen
Gendefekt von G6PD-Mangel betroffen. Es zeigte sich, daff das Wachstum des Malaria-
Erregers durch die oxidative Umgebung aufgrund des G6PD-Mangels gehemmt wird.
Dadurch schiitzt dieser Gendefekt zwar vor Malaria, kann aber beim Verzehr von Fa-
vabohnen zum Tode fiithren. Fiir die vorliegende Arbeit bedeutet es, daff NADPH im
Cytosol fiir die Bekdmpfung von Radikalen in nitraterndhrten Pflanzen eine wichtige
Rolle spielen kann.

11.4. Identifikation der in den nitrat- und ammoniumerndhrten
Pflanzen beteiligten metabolischen Wege

¢ Rolle der Photorespiration:

- Einen Hinweis auf photorespiratorische Aktivitit ergaben die Messungen unter
COs-Verarmung der Mefskammer: Wahrend die Sauerstoffrate fast auf Null sank,
blieb ein Teil der schnellen Komponente des Elektronenflusses bestehen (Abbil-
dung 9.9). Es wurde angenommen, dafd die schnelle Komponente Prozesse im
Chloroplasten widergibt, die Oy verbrauchen. Bei diesen Messungen trat aller-
dings kein stickstoffspezifischer Unterschied auf. Wie schon mehrfach diskutiert
wurde, kommt es aber nicht auf die Grofse, sondern auf die Art des Exports an.

— Beim Fitten der COy-Konzentration im Chloroplasten aus den Unterschieden in
Je,r und Jg ¢ ergaben sich Co-Werte, die niedriger waren als die C;-Werte, aber
keine stickstoffspezifischen Unterschiede aufwiesen (Abbildung 8.4). Damit gibt
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es auch keinen Hinweis auf eine unterschiedliche Photorespiration in den nitrat-

und ammoniumernidhrten Pflanzen.

e Verschiedene metabolische Wege in den Mitochondrien:

In den Abbildungen 11.1 und 11.2 ist das Bild der unterschiedlichen mitochondrialen
Wege in nitrat- und ammoniumerndhrten Pflanzen dargestellt, das sich aus den im

folgenden zusammengefafiten Messungen ergab:
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Abbildung 11.1.: Bevorzugte mitochondriale Wege in nitraterniihrten Pflanzen. Dicke Linien bedeuten, dafs
diese Reaktionen bzw. Komplexe im Vergleich zu den ammoniumernihrten Pflanzen stirker
ausgeprigt sind. Gestrichelte Linien deuten eine geringere Aktivitit im Vergleich zu den
ammoniumernihrten Pflanzen an.

- An den Messungen unter Oligomycin-Vergiftung (Abbildungen 10.2, 10.5 und
10.10) zeigte sich, daf’ nitraterndhrte Pflanzen mehr ATP benétigen als ammoni-
umerndhrte. Wenn die ATPase durch Oligomcyin inhibiert war, erhohten die ni-
traterndhrten Pflanzen ihre Dunkelatmung, um durch eine erhohte Driving Force
den ATP-Bedarf mit den verbleibenden ATPasen weiterhin zu decken. Die ammo-
niumerndhrten Pflanzen waren durch die Oligomycin-Vergiftung weder in ihrem
Elektronenflufd noch in der lichtabhéngigen Oz-Dunkelatmung signifikant beein-
flufst.
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— Zusammen mit der Wirkung von Antimycin A und SHAM (Abbildung 10.2) auf
den Elektronenflufs und die Sauerstoffentwicklung ergibt sich, dafS bei nitrater-
nihrten Pflanzen im Licht der Cytochrom Weg iiber die Komplexe III und IV
eine grofiere Bedeutung hat. Hierbei wird an zwei Orten zum Aufbau des pH-
Gradienten fiir die ATP-Bildung beigetragen. Bei ammoniumernahrten Pflanzen
spielt die Alternative Oxidase eine grofsere Rolle. Dabei werden keine Protonen

tiber die Membran transportiert.

Intermembran-Raum
NAD(P)" NAD(P)H

Complex |

"

NADH NAD" NADH Succ Fum %20, HZO
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Abbildung 11.2.: Bevorzugte mitochondriale Wege in ammoniumernihrten Pflanzen. Dicke Linien bedeuten,
daf$ diese Reaktionen bzw. Komplexe im Vergleich zu den nitraternihrten Pflanzen stirker
ausgeprigt sind. Gestrichelte Linien deuten eine geringere Aktivitit im Vergleich zu den
nitraternihrten Pflanzen an.

Es wird vermutet, daf§ die ammoniumernéhrten Pflanzen mehr Reduktionsdquivalen-
te direkt iiber die externe NAD(P)H-Dehydrogenase in die Elektronentransportkette
der Mitochondrien exportieren (Abbildung 11.2), wihrend die nitraterndhrten Pflan-
zen unter Lichteinwirkung starker den Komplex I nutzen (Abbildung 11.1). Dieser be-
zieht das NADH aus dem Malat-Oxalacetat-Shuttle oder aus der Oxidation der Koh-
lenstoffskelette, die in jedem Fall fiir die Stickstoffassimilation exportiert werden mdis-
sen (De la Torre et al., 1991; Champigny et al., 1992; Abbildungen 2.6 und 10.4). Folgen-
de Mefsergebnisse unterstiitzen diese Hypothese:
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— Bei den Messungen unter CO;-Verarmung wurde der Quotient aus entwickeltem
O3 pro in der Kammer vorhandenem CO; gebildet (Abbildung 9.8). Es zeigte sich,
dafs entweder von den ammoniumernihrten Pflanzen mehr Oy verbraucht wur-
de oder in den nitraterndhrten Pflanzen Prozesse eine grofiere Rolle spielen, bei
denen CO; entsteht. Dies konnte aus der Aminosduresynthese stammen.

- Hypothese 2 zur Erklarung des stickstoffspezifischen Unterschieds in I'* ergab ei-
ne deutlich hohere lichtabhiangige CO,-Entwicklung in den nitraterndhrten Pflan-
zen. Dieses Ergebnis fithrt zu einer neuen Interpretation der Ergebnisse von Haus-
ler et al. (1999): Wenn die Phosphoenolpyruvat Carboxylase (PEPC) iiberexpri-
miert wird, kommt das Pyruvat aus der Glycolyse und mufi nicht mehr aus den
Chloroplasten geliefert werden. Durch diese konstante Grundversorgung wird Ry
hoher und I'* geringer, da kein lichtabhéngiger Anteil mehr vorhanden ist.

Aufgrund obiger Uberlegungen kann davon ausgegangen werden, daf8 bei den nitraternihr-
ten Pflanzen Komplex I starker dazu benotigt wird, Reduktionsdquivalente aus Wegen, die
fiir die Stickstoffassimilation verwendet werden, zu gewinnen (Abbildung 11.1).

Die hohe Radikalerzeugung bei den ammoniumernahrten Pflanzen l&4fit sich erkldren, wenn
die Oxidation des Ubiquinon-Pools nicht {iber Komplex I geschieht (Abbildung 11.2). Es
gibt daftir mehrere Mechanismen: Zu diskutieren sind die Succinat-Fumerat-Reaktion am
Komplex II (aus dem Citratzyklus, Abbildungen 10.4 und 11.2) und die Oxidation des cy-
tosolischen NAD(P)H mit der externen Reduktase (Abbildung 11.2). Hierzu pafit, dafy das
Einschalten der Alternativen Oxidase (SHAM-Empfindlichkeit in Abbildung 10.2) und die
relative Unempfindlichkeit gegen Oligomycin (Abbildung 10.2) zeigt, daf} bei ammoniumer-
nihrten Pflanzen nur geringe Syntheseleistungen im Cytosol ablaufen.

Die Chloroplasten werden also weniger Malat oder Triosephosphate exportieren, sondern
als Starke im Chloroplasten ablagern. Dies ist tatsdchlich der Fall, da die Blatter ammonium-
erndhrter Pflanzen mehr Starke enthalten (Guo, pers. Mitteilung).

Durch den Wegfall des Exports von Kohlenwasserstoffen, der zur Speisung von Kom-
plex I verwendet werden kann, miissen die Reduktionsdquivalente (z.B. iiber den Malat-
Oxalacetat-Shuttle) direkt an die externe NAD(P)H-Dehydrogenase geliefert werden, um
UQ zu reduzieren. Der dann kaum benutzte Komplex I wiirde riickwirts laufen und Ra-
dikale erzeugen (Braidot et al., 1999; Casolo et al., 2000).

Eine weitere Vermutung ist, daf3 sich ein Stau von Pyruvat und anderen C3- oder C4-Korpern
(Malat, Oxalacetat) bildet, weil kein a-Ketoglutarat fiir die Glutamat-Synthese aus dem Ci-
tratzyklus entnommen wird (Abbildung 10.4). Dies wiirde zu einer Fiitterung von Komplex
IT mit Succinat fithren und damit auch zum Riickwirtslaufen von Komplex I (Braidot et al.,
1999; Casolo et al., 2000). Dagegen spricht, dafy somit viel CO; im Citratzyklus freigesetzt
wiirde (was den Ergebnissen in Abbildung 9.8 widerspricht) und auch nicht mehr die hohe
Starke-Ablagerung in den Chloroplasten erkldren wiirde.
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Gegen dieses Modell spricht auch, dafy der Citratzyklus im Licht inhibiert wird. Die Mes-
sung der LEDR in Abbildung 10.3 zeigt aber, dafs dieses Bild moglicherweise dahingehend
verfeinert werden muf, daf$ nur ein Teil des Citrat-Zyklus bis zum Export des Citrats oder
a-Ketoglutarats (Abbildung 10.4) lauft. Das bessere Gegenargument ist sicher, dafs in am-
moniumerndhrten Pflanzen eine schwéchere CO,-Entwicklung beobachtet wird (Abbildung
9.8) als in nitraterndhrten Pflanzen.

Verglichen mit der Hypothese aus der vorangegangen Diplomarbeit (Kapitel 4.1.4), bei der
zwei Gruppen von PS I-Akzeptoren vermutet wurden, die sich in ihrer Stimulierbarkeit un-
terscheiden, zeigt sich hier, daf$ sich das Interesse von den Chloroplasten in die Mitochon-
drien verlagern mufs. Auch in den Mitochondrien herrschen von den nitrat- und den ammo-
niumerndhrten Pflanzen unterschiedlich favorisierte Wege vor (Abbildungen 11.1 und 11.2).
Der Effekt von Antimycin A in den nitraterndhrten Pflanzen, der in der Diplomarbeit dem
zyklischen Transport um PS I zugeschrieben wurde, wird wahrscheinlich durch den Cyto-
chrom Weg in den Mitochondrien verursacht. Deren Versorgung erfolgt vornehmlich durch
den Export iiber den Malat-Oxalacetat-Shuttle.

Bei den ammoniumerndhrten Pflanzen {ibernimmt die externe NAD(P)H-Dehydrogenase
die Rolle des Verursachers der Radikale, die der Mehlerreaktion in der Diplomarbeit
zugeschrieben wurde: Da der Hauptflu$ von Reduktionsdquivalenten iiber die externe
NAD(P)H-Dehydrogenase lduft, findet ein riickwartsgerichteter Elektronenflufd zu Komplex
I statt, was die Entstehung von Radikalen fordert. Die Stimulierung bei Vergiftung mit Glyce-
raldehyd legt nahe, dafs bei den ammoniumernédhrten Pflanzen ebenfalls mehr Reduktions-
dquivalente {iber den Malat-Oxalacetat-Shuttle exportiert werden. Dieser Weg ist offenbar
starker stimulierbar als der Export von reinen Reduktionsdquivalenten.
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12. Fazit und Ausblick

Wie am Ende des vorherigen Kapitels ausgefiihrt wird, gewinnt die Hypothese tiber die un-
terschiedliche Resistenz von nitrat- und ammoniumernéhrten Pflanzen deutliche Konturen.
Dabei hat sich das Konzept aus der vorangegangenen Diplomarbeit als bereits richtungs-
gebend erwiesen. Das Schwergewicht der Erklarung hat sich durch die neuen Erkenntnisse
dieser Arbeit auf unterschiedliche Wege in den Mitochondrien verlagert. Dabei ist bei den ni-
traterndhrten Pflanzen durch Verwendung von Komplex I ein weniger gefahrlicher Weg in-
volviert, wihrend die Verbrennung iiberschiissiger Reduktionsdquivalente iiber die externe
NAD(P)H-Dehydrogenase ein stark radikalerzeugendes Riickwirtslaufen des schwach aus-
gelasteten Komplexes I bei ammoniumernédhrten Pflanzen nicht vermeiden kann. Es erfolgt
aber ein Austausch sehr dhnlicher Prozesse: Die Mehler-Reaktion wird gegen die externe
NAD(P)H-Dehydrogenase getauscht, der Export wird auf den Export von Metaboliten ein-
geschréankt, der zyklische Transport iiber das Cytochrom in den Chloroplasten wird durch
den Cytochromweg in den Mitochondrien ersetzt.

Obwohl obige Aspekte stark auf biochemische Fragestellungen zielen, hat die Verbesserung
der physikalisch/physiologischen Ansitze (FC-Maschine, modellgestiitzte Auswertung der
Gasmessungen) sehr zum Verstdndnis der Prozesse beigetragen. Der Vorteil dieser Metho-
den ist die Messung am intakten System, wéahrend biochemische Ansédtze das System nicht
in vivo betrachten. Das Problem bei der Weiterfiihrung der Untersuchungen ist aber das Feh-
len weiterer guter, physikalischer Mefstechniken.

Ein Ansatz, der zur Zeit in der Dissertation von Hammes begonnen wird, ist die kinetische
Untersuchung der Wirkung der Gasmodulation. Hierbei wird der CO,- und O,-Partialdruck
moduliert und die Wirkung auf die Chlorophyll-Fluoreszenz untersucht. Die Idee hinter
diesem Ansatz ist folgende: Sowohl die Modulation mit Oz (Oxygenase) als auch mit CO,
(Carboxylase) wird den Elektronenflufs durch die ETC und durch den ATP-Verbrauch die
Thylakoid-Energetisierung verandern (Hansen et al., 1993).

Wenn die beiden Gase nun gleichzeitig, aber gegenphasig, moduliert werden, gibt es ein Am-
plitudenverhiltnis, bei dem sich die Wirkungen gegenseitig autheben. Falls nur der Calvin-
ZyKklus als Elektronenakzeptor auftritt, sollte das gleiche Verhiltnis einen Null-Effekt auf die
Chlorophyll-Fluoreszenz und Thylakoid-Energetisierung ergeben. Sind andere Elektronen-
akzeptoren mit einer anderen Stochiometrie des ATP-Verbrauchs (Redoxexport in die Mi-
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tochondrien oder Mehler-Reaktion) beteiligt, werden die Kompensationspunkte fiir beide
Signale verschieden sein. Der Unterschied zwischen Saugwirkung auf die ETC und Abbau
der Thylakoid-Energetisierung kann aus dem Verhiltnis von photochemischem Quenching
und Energy-Quenching oder aus der kinetischen Analyse der Chlorophyll-Fluoreszenz be-
stimmt werden. Aufierdem wére in dem Fall, dafs ausschliefilich der Calvin-Zyklus beteiligt
ist, der Kompensationsquotient unabhéngig von der Frequenz der Modulation, im anderen
Fall jedoch nicht. Hierbei ergibt sich fiir die FC-Methode ein optimales Einsatzgebiet, da
Fluoreszenzanderungen hervorgerufen durch die Gasmodulation unmittelbar, ohne Inversi-
on, beobachtet werden konnen. Die kinetische Analyse ermoglicht eine Trennung der Effekte
durch die Berticksichtigung des Zeitverhaltens, dhnlich wie bereits bei der langsamen Riick-
stellkomponente (Abbildung 9.3 A) im FC-Signal.

Trotz dieser neuen Methode wird der Hauptdurchbruch wahrscheinlich nur mit biochemi-
schen Methoden zu erzielen sein. Hier haben sich in Kiel zwei neue Voraussetzungen erge-
ben. Zum einen ermdglicht das ZBM (Zentrum fiir Biochemie und Molekularbiologie) das
Screenen von eingeschalteten Enzymen mit hoher Durchsatzrate. Zum anderen ergibt sich
eine Kooperationsmoglichkeit mit dem neu in die Botanik berufenen Prof. Kempken, der das
Einschalten der Genexpression mitochondrialer Enzyme unter Stress untersucht.

Die Fortfithrung der Arbeiten wird einen zusétzlichen Schwerpunkt erhalten. Die bereits ge-
nannte Dissertation von Hammes gehort zu einem neuen DFG-Projekt in Kooperation mit
dem Institut fiir Phytopathologie (AG Verreet), bei der es um die Erkennung von Pilzbe-
fall durch Chlorophyll-Fluoreszenzmessungen vom fahrenden Trecker geht. Pilzbefallene
Pflanzen verhalten sich dhnlich wie ammoniumerndhrte. Wahrend die ammoniumernéhr-
ten Pflanzen Radikale “als technischen Fehler” erzeugen, nutzen pathogene Pflanzen die
Radikale zur Abwehr gegen die Pilze.

Bei Pilzbefall der Pflanzen zeigt sich eine iiber die Chlorophyll-Fluoreszenz gemessene Re-
duzierung der photosynthetischen Aktivitdt (Raggi, 1995), die mit einer Stimulation der Re-
spiration einhergeht (Raggi, 1995). Ahnlich zum Verhalten der ammoniumernéhrten Pflan-
zen fdllt bei Pilzinfektion das Antennen-Xanthophyll Zeaxanthin (Levall und Bornman,
2000). Eine Erniedrigung des Ascorbatgehalts wurde ebenfalls beobachtet (Jakob et al., 1997).
Zusitzlich 16sen sich Peroxisomen teilweise von den Chloroplasten und Mitochondrien, um
sich am Plasmalemma zu versammeln, offenbar um Radikale zur Abwehr zu liefern (Cou-
lomb et al., 1996). Es muf3 allerdings untersucht werden, ob die Mechanismen, die diesen
Ergebnissen zugrunde liegen, dhnlich den im Stickstoffprojekt gefundenen sind.

So kann die physiologische Bedeutung der jeweiligen Effekte bei N-Form-Anpassung und
Pilzbefall verschieden sein. In der dieser Arbeit zugrundeliegenden Hypothese hingt die
Art der Chloroplasten-Mitochondrien-Kopplung an den Erfordernissen einer ausgewoge-
nen ATP/NAD(P)H-Bilanz sowie der Bereitstellung von Kohlenstoffskeletten fiir die Protein
Synthese. Bei Pilzbefall kann die Ursache fiir dhnliche mefitechnische Befunde die Aktivie-
rung der Radikalerzeugung zur Pathogenabwehr oder eine vom Pathogen stimulierte Be-
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reitstellung von Biomasse (Respiration) sein. Die Vermutung der Ahnlichkeit zu den Frage-
stellungen des Stickstoffprojekts wird dadurch gestiitzt, dafs die mehr Radikale erzeugenden
ammoniumerndhrten Pflanzen resistenter gegen Pilzbefall sind (Cruz et al., 1993).

Aufgrund der Ahnlichkeiten wird auf eine wechselseitige Stimulierung zwischen dem
Stickstoff- und dem Pilzprojekt gehofft. Die Ergebnisse dieser Arbeit stecken den Rahmen

ab, in dem die Weiterfiihrung laufen mufs.
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13. Zusammenfassung

In dieser Arbeit kristallisierte sich heraus, dafy bei der Untersuchung der stickstoffspezifi-
schen LichtstrefSresistenz das Interesse von den Chloroplasten zu den Mitochondrien und
den Interaktionen zwischen den verschiedenen Zellkompartimenten verlagert werden mufs.
So ergaben sich aufgrund der Messungen zahlreiche Hinweise, daf$ die Ursachen fiir die ho-
here Lipidperoxidation sowie die stiarkere Radikalabwehr in ammoniumerndhrten Pflanzen
nicht in den Chloroplasten bei der Mehler-Reaktion, sondern in den Mitochondrien an Kom-
plex I zu vermuten zu sind.

Es ergab sich folgendes Modell: Wenn Komplex I nur schwach ausgelastet ist, wie das bei den
ammoniumerndhrten Pflanzen aufgrund der Verbrennung tiberschiissiger Reduktionsaqui-
valente tiber die externe NAD(P)H-Dehydrogenase der Fall ist, tritt ein riickwértsgerichteter
Elektronenflufs vom Ubiquinon-Pool zu Komplex I auf. Dieser ist mit einer sehr starken Radi-
kalerzeugung verbunden. Bei den nitraterndhrten Pflanzen hingegen wird Komplex I durch
die starkere Bereitstellung von Metaboliten zur Aminosduresynthese im Vorwartsbetrieb ge-
nutzt, was das radikalerzeugende Riickwirtslaufen verhindert. Die wichtigsten Ergebnisse,
auf die sich die Modellkonstruktion stiitzt, sollen im folgenden zusammengefafit dargestellt
werden.

Bei den Messungen ergaben sich zunédchst deutliche Hinweise auf einen Redox-Export aus
den Chloroplasten:

e Das Auftreten der langsamen Komponente bei den FC-Messungen unter CO»-
Verarmung liefs vermuten, dafy unter niedrigen Aktinlichtintensitdten Prozesse aufSer-
halb des Chloroplasten in der Lage waren, den Anteil am photosynthetischen Elek-
tronentransport zu iibernehmen, der vor der CO,-Verarmung fiir die Carboxylierung
bendtigt wurde.

e Diese Vermutung wurde gestiitzt durch Messungen an der C4-Pflanze Mais, die durch
den starken zyklischen Transport um PS I in den Biindelscheidenzellen kein ATP-
Problem hat: Hier trat diese langsame Komponente nicht auf.

e Besonders deutlich zeigte sich ein intensitdtsabhdngiger Export von Reduktionsdqui-
valenten bei Messungen der Oz-Dunkelatmung (LEDR) in Abhéngigkeit von der vor-
angegangenen Beleuchtungsphase.
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e Messungen, die mit Inhibitoren von Mitochondrienfunktionen (Antimycin A, SHAM

und Oligomycin) durchgefiihrt wurden, ergaben von der Stickstofform abhidngige Un-
terschiede in der O2-Dunkelatmung nach Vorbeleuchtung.

Ein weiteres Anzeichen fiir lichtabhidngige Fliisse von Reduktionsdquivalenten aus
dem Chloroplasten zeigte sich auch bei der modellgestiitzten Auswertung der Un-
terschiede von Jg ¢ und Jg r bei Annahme einer endlichen Mesophyll-Leitfahigkeit.
Unter der Bedingung, daff die Mesophyll-Leitfahigkeit in nitrat- und ammoniumer-
ndhrten Pflanzen gleichgrof ist, ergab sich ein um 15 % hoherer Wert des Koeffizienten
a; in nitraterndhrten Pflanzen. Dieser weist auf einen Anteil am photosynthetischen
Elektronenfluf3 J g 7 hin, der nicht in den Calvin-Zyklus flief3t.

Als weiteres Indiz fiir die oben dargestellten unterschiedlichen mitochondrialen Wege trat
bei den ammoniumernéhrten Pflanzen ein stdrkerer Sauerstoffverbrauch pro vorhandenem

bzw. freigesetztem CO; autf:

e Bei den Messungen unter CO;-Verarmung wurde der Quotient aus entwickeltem O,

pro in der Kammer vorhandenem CO; gebildet. Dieser war bei ammoniumernéhrten
Pflanzen eindeutig geringer, was darauf schlieflen liefs, dafy entweder von den ammo-
niumernahrten Pflanzen mehr O, verbraucht wurde oder in den nitraterndhrten Pflan-
zen Prozesse eine grofiere Rolle spielen, bei denen CO; entsteht. Dieses CO, konnte bei

den nitraterndhrten Pflanzen aus der Aminosduresynthese stammen.

Bei den Uberlegungen, die stickstoffspezifischen Unterschiede in I'* zu erklaren, er-
gab sich als wahrscheinlichste Hypothese eine deutlich hohere lichtabhéngige CO»-
Entwicklung in den nitraterndhrten Pflanzen.

Den deutlichsten Hinweis fiir die unterschiedliche Auslastung der Mitochondrien in
nitrat- und ammoniumerndhrten Pflanzen gaben die Messungen mit den Mitochondrien-
Inhibitoren Antimycin A, SHAM und Oligomycin:

e An den Messungen unter Oligomycin-Vergiftung zeigte sich, dafd nitraterndhrte Pflan-

zen mehr ATP benétigen als ammoniumernéhrte. Wenn die ATPase durch Oligomcyin
inhibiert war, erhchten die nitraterndhrten Pflanzen ihre Dunkelatmung. Dies zeigte,
daff die Atmung hier mit einem hoheren Umsatz arbeiten mufi, um trotz teilweiser
Inhibition der ATPasen das notwendige ATP zu erzeugen, wihrend die ammoniumer-
nahrten Pflanzen durch die Oligomycin-Vergiftung kaum beeinflufit waren.

In Verbindung mit der Wirkung von Antimycin A und SHAM auf den Elektronenflufs
und die Sauerstoffentwicklung ergab sich, dafs bei nitraterndhrten Pflanzen im Licht
der Cytochrom Weg iiber die Komplexe III und IV eine grofiere Bedeutung hat. Hier-
bei wird mit zwei verschiedenen Mechanismen zum Aufbau des pH-Gradienten fiir

124



die ATP-Bildung beigetragen. Bei ammoniumernahrten Pflanzen spielt die Alternative
Oxidase eine grofsere Rolle. Dabei werden keine Protonen tiber die Membran transpor-
tiert. Die Alternative Oxidase wird jedoch bei HyO-Entstehung eingeschaltet.

Die Hinweise auf einen starken Export von Metaboliten und/oder Reduktionsdquivalenten
aus den Chloroplasten in Verbindung mit dem hoheren Sauerstoffverbrauch pro vorhande-
nem bzw. freigesetztem CO; bei ammoniumernéhrten Pflanzen und der unterschiedlichen
Wirkung der Mitochondrien-Inhibitoren auf die Lichtreaktionen fiihrten schliefdlich zu oben

skizziertem Gesamtbild der verschiedenen Wege in den Mitochondrien.
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A. Theoretischer Hintergrund der
FC-Maschine

Bereits in den Vorgangerarbeiten (Giannikos, 1995; Schinner, 1997) wurde eine theoretische
Grundlage fiir die Interpretation der Fluffmessungen und ihre méglichen Vorteile gegeniiber
den bisherigen Fluoreszenzmessungen geschaffen. Fundiertere Betrachtungen (Schinner et
al., 2000) erfolgten im Rahmen dieser Arbeit.

A.1l. FC-FlufS als Summe photochemischer und thermischer Fliisse
unabhingig vom Modell des Energieaustauschs zwischen

den PS II-Reaktionszentren

Im folgenden wird von N miteinander verbundenen PS II Reaktionszentren ausgegangen,
die ihre Anregungsenergie mit der Ratenkonstante p austauschen konnen. Fiir diesen Ener-
gieaustausch gibt es zwei Spezialfille: das Separate-Unit-Modell (p =0), bei dem kein Anre-
gungsenergietransfer stattfindet, und das Matrixmodell (p — o0), das von einem sehr schnel-
len Anregungsenergietransfer ausgeht.

Diese N Reaktionszentren beinhalten ng offene Zentren mit dem Exzitonlevel Cy und n. ge-
schlossene Zentren mit dem Exzitonlevel C.. Der Absorptionsquerschnitt von offenen und
geschlossenen Reaktionszentren ist gleich (a.=a,=a). Fiir ein einzelnes, offenes Reaktions-
zentrum mit dem Absorptionsquerschnitt a gilt folgendes Flufsgleichgewicht (Dau, 1994):

no—l
N

N-—-1 c
(k1+kt+kf+k‘s+pT)Co:al+pcc%+p00 (A1)

wobei  k; die Ratenkonstante der Fluoreszenz,
k; die Ratenkonstante der thermischen Deaktivierung,
k, die Ratenkonstante fiir den Spillover zu PS1,
k; die Ratenkonstante fiir den Netto-Flufs von Exzitonen in die Reaktionszentren
I die eingestrahlte Lichtintensitat ist.

Eine dhnliche Gleichung gilt fiir die geschlossenen Reaktionszentren. Der einzige Unter-
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A.1 FC-FLUSS ALS SUMME PHOTOCHEMISCHER UND THERMISCHER FLUSSE

schied besteht darin, daf$ es keinen Fluf$ in die Reaktionszentren gibt (k; =0):

N -1 n ne — 1
(kt+kf+ks+pT)CC:aI+pCON0+pCC ¥ (A.2)
Folgende Abkiirzung werden bei den weiteren Rechnungen bentitzt:
ka=ki+kyp+ks (A.3)
Q:% und 1—@2% (A.4)

Die Umformung und Verkniipfung der Gleichungen A.1 und A.2 ergibt das Verhiltnis der
Exzitonenlevel in den offenen zu den geschlossenen Zentren:

Co ka+p
—_— = A5
C. kq+ki+p ( )

Das eingestrahlte Licht wird von n. =N Q geschlossenen Reaktionszentren und no =N (1 - Q)
offenen Reaktionszentren absorbiert. Folglich ergibt sich fiir den Gesamtflufd J, =al:

Jo=N1—-Q)al+NQal (A.6)

Die Fliisse in die offenen und geschlossenen Reaktionszentren konnen mit Hilfe der Glei-
chungen A.1 und A.2 berechnet werden:

Jo=N(1-Q)(kq+ki+p)Co+ NQ (kq+p)C.

(A7)
—~N1-Q)[pRC+p(1-Q)Co] -NQ [pQCc+p(1-Q)Co]
Die Terme, in denen die Ratenkonstante p vorkommt, heben sich gegenseitig weg.
Jo=N1—-Q)(kq+ki1)Co+NQEkyC. (A.8)
Mit
Ji=N1-Q)kiCo+NQkyC. (A.9)
und
Jp=N(1-Q)kiCy (A.10)
ergibt sich Gleichung A.8 zu:
Jo=Ja+Jp (A.11)

Folglich stellt der Gesamtfluf3 J, und (mit konstantem Absorptionskoeffizienten a) auch das
durch die Regel-LED bereitgestellte Licht die Summe aus photochemischem Fluf J, und
thermischem Fluf3 J; dar.

Die Gleichungen A.9 und A.10 verdeutlichen einen der Vorteile der FC-Methode. Die Aussa-
ge, dafs der Gesamtflufs ], die Summe aus photochemischem Fluf J,, und thermischem Flufs
Ja darstellt, ist unabhéngig vom Modell des Energieaustauschs zwischen den Reaktionszen-
tren und ebenfalls unabhingig vom aktuellen Zustand des Quenchers Q 4.
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THEORETISCHER HINTERGRUND DER FC-MASCHINE

Unter der Bedingung der konstanten Fluoreszenz werden die Verdnderungen in Cy und C.
kompensiert durch die Verteilung von offenen und geschlossenen Reaktionszentren. Eine
Folge davon ist, dafy der Fluf8 in nichtphotochemische Mechanismen unter FC-Bedingungen
konstant gehalten wird, auch wenn sich der Redoxzustand Q &ndert, solange k,; konstant
bleibt.

A.2. Zusammenhang zwischen J,, den Ratenkonstanten und dem
Redox-Zustand von PS II

Die Fluoreszenz ist direkt proportional zu den Exzitonleveln Cy und C.:

F:Nkf[(l—Q)CO+QC’C]::—£Jd (A.12)

Der Term auf der rechten Seite ergibt sich aus Gleichung A.9. Mit Hilfe von Gleichung A.5

kann C. im mittleren Term in Gleichung A.12 eliminiert werden. Wird das daraus erhaltene
Co in Gleichung A.10 eingesetzt, ergibt sich:

kq+p F

Ip = [(1—Q)k1—kd+p+le [

(A.13)

Werden ], und J; in Gleichung A.11 durch den rechtseitigen Term in Gleichung A.12 und
durch Gleichung A.13 ersetzt, folgt:

kq+p F

Jo=lkg+(1-Qk——] — = A.l4
ke +(1-Q) 1kd+p+k1Q]kf (A.14)
kqg+p+kQ kf '
a:Nke —:NEke Al
J N 11 (A.16)
mit by (kg + k1 +p) + k1 p (1 — Q)
+ k1 +p) + -
hepp = i TATHI T (A.17)

ka+p+k1Q
keys ist die effektive Ratenkonstante oder - in Anlehnung an elektronische Netzwerke - die
Exziton-Leitfahigkeit. In dieser Terminologie stellen 1/k. s den Fluf3-Widerstand und E, der
durchschnittliche Exzitonlevel, ein Potential dar.

Fiir das Matrix-Model (p — oo) ergibt sich Gleichung A.15 zu:

Ju = ha+ k1 (1— Q) ,f; (A.18)

Im Separate-Unit-Model (p =0), erscheint Q im Nenner:

k‘d(k’d—l-k'l) F
= —-—> — A.19
kq+k1Q ky ( )
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A.3 FORMALE IDENTITAT VON J, UND 1/F

A.3. Formale Identitit von J, und 1/F

Alle charakteristischen Parameter, die den physiologischen Zustand von PS II beschreiben,
sind Funktionen der effektiven Ratenkonstante k.. Dies fiihrt auf eine Funktion G(k. ).
Unter FC-Bedingungen ist F konstant und J, variabel. Nach Gleichung A.16 kann k. durch
Ja k;/F ersetzt werden, wobei k¢ /F konstant ist.

Unter LC-Bedingungen kann k., ebenfalls durch J, k/F ersetzt werden, wobei allerdings
hier der Ausdruck J, k; konstant ist. Diese Uberlegung fiihrt auf folgenden Ausdruck:

M M
Yiallitikiy kfv-n Yisia iz Jig

Gkerr) = = = (=) o = (A.20)
i1 di vazl ki, F > i1 di vaﬂ Jij
m M
Ky B M_N D i Ci Hj:l F}J _
= (F)G(J) = (Juky) P
Zi:l d; Hj:l F;

= Uahp) Y G(5)

wobei k;; die effektive Ratenkonstante k.;; unter den verschiedenen Aktinlicht-
Bedingungen darstellt (z.B. kg, k, oder ky). J; ; sind die jeweiligen Fliisse ], gemessen un-
ter FC-Bedingungen bei konstantem F, F; ; ist der jeweilige Fluoreszenz-Yield unter LC-
Bedingungen bei konstantem Mefilicht.

Gleichung A.20 impliziert, daf8 ] durch 1/F ersetzt werden kann, wenn Gleichungen von FC-
in LC-Bedingungen umgewandelt werden und umgekehrt.

Wird diese Relation auf Gleichung A.11 angewandyt, zeigt sich, dafd der photochemische Fluf3
Jp mit dem Ausdruck 1/Fg - 1/F;; korrespondiert. Dieser wurde von Walters und Horton
(1993) als ein besseres Maf fiir Anderungen in den Reaktionszentren favorisiert, da hier kein
Einfluf$ durch thermische Deaktivierung vorliegt.

A.4. Extremwerte der Fliisse nach Dunkeladaption und unter

sattigendem Licht
Fyr (Jar) und Fy (Jo) Bedingungen ergeben sich aus Gleichung A.14 fiir Q=0 bzw. Q=1 un-
abhéngig von p:
Ju = ka F=Jy (A.21)
ky
Jo— k‘d]:‘ k1 F=Jg+ Jymas (A.22)
!

129



THEORETISCHER HINTERGRUND DER FC-MASCHINE

A.5. Der Genty-Parameter

Im Rahmen der LC-Methode dient der Genty-Parameter ®. (Genty et al.,, 1989) als
Maf fiir photosynthetische Effektivitat. Mit F'y;=ky/kgales aus Gleichung A.21 und

F=(ks/kerp)alnes (Gleichungen A.15 und A.17) folgt:

P, =

bzw.

mit J, = a Lyes-

A.6. Der Skalierungsfaktor

= (A.23)

a Imes (A.24)

Im folgenden wird sowohl fiir die LC- als auch fiir die FC-Methode die Anderung der Mef-
grofle (dF bzw. d]) in Abhédngigkeit von der Flufsanderung dJ, berechnet. Die Ableitung von

Gleichung A.23 ergibt:
FiyJa

dF = —— M~ g, (A.25)

(J P +J d)
Mit den Definitionen aus den Gleichungen A.21 und A.22 folgt:

ki E'kyE

dF = — = P>
(B2 kesr)? Kerr

k
dJ, = —— dJj, = Spe dJ, (A.26)

wobei k. ;¢ durch Gleichung A.17 definiert ist. E” ist der Exzitonenlevel unter sittigendem

Licht, E der (konstante) Exzitonenlevel unter FC-Bedingungen und E’/E=Xk.s/kq. Folglich

nimmt der Skalierungsfaktor Sy, in dem Mafle ab, in dem die Fliisse aus der Antenne von

PS I zunehmen (gegeben durch k¢ ).

Im Falle der FC-Maschine ergibt sich der Skalierungsfaktor aus der Differentiation von Glei-

chung A.11:

1
Al mes = — d.J, (A.27)
a

mit J, = a [nes-

Hierbei wird der Vorteil der FC-Methode ersichtlich: Der Skalierungsfaktor Spc=1/a ist

konstant, wenn der Absorptionsquerschnitt a konstant bleibt.

Der Flufs J,, ist ein differentieller Fluf3, d.h. die Antwort auf das Mefllicht. Der gesamte Fluf3

Jp.¢ lautet:
Iact + Imes

Imes

Ipt = Jp

wobei I,.; die Intensitit des aktinischen Lichts und I,,,.; die Intensitit des Mefilichts ist.

(A.28)
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A.7 DIE TRADITIONELLEN QUENCHING-PARAMETER

A.7. Die traditionellen Quenching-Parameter

Die klassischen Parameter der Analyse von Fluoreszenzdaten mit dem PAM (Schreiber et al.,
1986; Van Kooten und Snel, 1990), g, und qu;, lassen sich bei der FC-Methode aus folgenden
Gleichungen berechnen:

e [ (S Ll

_ _ A29
R A T A Ny (A.29)
Jh— T Jodu
=1-0 M A.30
N Jo—Ju T4 Tl (A.30)
J/ max J max J
gy =1-"L pmoz + Ja Ja (A.31)

!/ !
meuw: lei,mam + ‘]d ‘]d

Dabei fillt auf, dafd das photochemische Quenching q, auch den thermischen Fluf3 ] ; beinhal-
tet. Es findet bei Verwendung des photochemischen Quenchingparameters zur Darstellung
von physiologischen Prozessen also keine saubere Trennung zwischen thermischen und pho-
tochemischen Fliissen statt. Dies wurde bereits von Havaux et al. (1991) kritisiert.

Das nichtphotochemische Quenching qy beinhaltet den photochemischen Flufs J, nur als
maximalen photochemischen Fluf J,, ;,q., s0 dafs hier kein Einfluf$ durch den aktuellen Wert
von ], besteht. Dies war anzunehmen, da ], bei sdttigendem Licht den Wert Null annehmen
sollte.

A.8. Die Berechnung von Q

Die Umformung von Gleichung A.15 fiihrt zu:

(kqg+p) (ka+ k1 —kyJo ) F)

Q) = ki (kg Jo | F +p)

(A.32)

Werden k; und k; mit Hilfe der Gleichungen A.21 und A.22 ersetzt, ergibt sich:

Q_%f@z%+%F (A3
7 _ 7 D .

Fiir p=0 (Separate-Unit-Modell):

R—da Ty
— A.34
R .
Fiir p — oo (Matrix-Modell):
Jy—Ta
= A.35
= h —
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THEORETISCHER HINTERGRUND DER FC-MASCHINE

Die entsprechenden Gleichungen ergeben sich fiir die LC-Methode aus Gleichung 39 in Dau
(1994). Diese ist identisch mit Gleichung A.32, wenn ], durch a/F ersetzt wird:

(kd +p) [(ka+ k1) F —kyal]

F)= A.36
QF) ki(kpal+pF) ( )
Aot Atk
QF) =1 (A.37)
FOF, F + kral
Fiir p =0 (Separate-Unit-Modell):
Fy—F
CR-T o
Fiir p — oo (Matrix-Modell):
_ Fy—F Fy
Q= HoF P (A.39)
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