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ZUSAMMENFASSUNG

Fucoxanthin als Antennenpigment ermdglicht Diatomeen und
Braunalgen die Nutzung von griinem Licht. Dadurch wird die-
sen Pflanzen die Fotosynthese auch in tieferen Gewasserschichten
ermdglicht, in denen der Rotanteil des Sonnenlichts bereits ab-
sorbiert ist. Zur Untersuchung dieses Phanomens bietet sich die
Methode der Spektralfotometrie an. Eine Extraktion der Pigmente
mit organischen Lésungsmitteln, wie im Unterricht bei der Untersu-
chung der Fotosynthesepigmente Ublich, ist hier nicht zielfihrend,
da auf diese Weise isoliertes Fucoxanthin sein Absorptionsmaximum
andert. Statt dessen werden Plastidenmembranbruchstlicke nach
Einfrieren in flissigem Stickstoff untersucht. Da dies im Unterricht
normalerweise nicht mdoglich ist, wird das Verfahren in einem Film
dargestellt. Zwei Arbeitsblatter zu dem Thema sind beigeflgt.

Abbildung 1 — Links Gyrosigma (Diatomee), rechts zum
Vergleich Pediastrum (Griinalge)

Abbildung 3 — Fucoxanthin

EINLEITUNG

Diatomeen konnen in Wassertiefen iiberleben, die fiir Griinalgen auf
Grund der geringen Beleuchtungsstirke in der Regel lebensfeindlich
sind. Um trotzdem eine ausreichende fotosynthetische Produkti-
on zu erreichen, ist eine besondere physiologische Angepasstheit
notwendig. Bei mikroskopischer Betrachtung fillt der braun-olive
Chloroplast auf (Abb. 1). Die gleiche Farbe sieht man auch bei ei-
ner Kultur dieser Algen (Abb. 2). Ursache fiir diesen Farbton ist
der relativ hohe Gehalt der Chloroplasten an Fucoxanthin (Abb. 3),
einem Pigment aus der Gruppe der Xanthophylle, das sich auch
diinnschichtchromatografisch gut nachweisen lésst (Abb. 4).

Der Besitz dieses Farbstoffs erweitert das Spektrum der fiir die
Fotosynthese nutzbaren Lichtquanten in den griinen Bereich, der
bei der normalerweise im Unterricht thematisierten Fotosynthese
der Landpflanzen als ,,Griinliicke bezeichnet wird.
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Abbildung 4 - Diinnschichtchromatogramm  einer
hauptséchlich aus Diatomeen bestehenden Freilandprobe.
Orange Bande (2. von unten): Fucoxanthin

DER FUCOXANTHIN-ANTENNENKOMPLEX

In die Thylakoidmembran von Diatomeen-Plastiden sind helikal
strukturierte Transmembranproteine eingelagert, an die Chlorophyll
a, Chlorophyll ¢ und Fucoxanthin gebunden ist, die mit FCP
(,,Fucoxanthin/Chlorophyll bindende Proteine™) bezeichnet werden.
Fucoxanthin, Chlorophyll a und Chlorophyll ¢ liegen etwa im
Verhdltnis 1 : 1 : 0,25 vor. Die Energielibertragung von Fuco-
xanthin auf Chlorophyll a erfolgt zumindest im Fotosystem I fast
vollstindig (Lepetit, 2010). Einen Vorschlag zur Struktur der FCPs
liefert Wilhelm (2006) (Abb. 6).

Man darf nicht vergessen, dass Diatomeen auch hohen
Lichtstirken ausgesetzt sein konnen, so etwa auf dem Wattboden
lebende Arten, oder solche, die in Lebensrdumen mit fluktuierenden
Lichtstirken leben. Ein Teil der in den FCPs enthaltenen Proteine
sind Lichtschutzproteine, die {iberschiissige Lichtenergie als Wirme
abfiihren (Gundermann et al., 2019).

ABSORPTIONSSPEKTROGRAFISCHER
NACHWEIS DES SCHLUSSES DER ,,GRUNLUCKE“

Es wire leicht, die Pigmente aus Diatomeen mit organischen
Losungsmitteln zu extrahieren und ihr Absorptionsspektrum zu
messen. Leider verdndern sich bei Fucoxanthin jedoch bei der
Auflosung der Bindung zum Protein auch die konjugierten Doppel-
bindungen innerhalb des Molekiils und damit auch seine Absorp-
tionseigenschaften. Das Absorptionsmaximum verschiebt sich um
ca. 60 nm zum kurzwelligen Ende hin. Dieses Phdnomen wurde
von Goedheer (1970) bei der Braunalge Laminaria gezeigt - es lasst
sich aber auch als Erkldrung bei Diatomeen anwenden, da die fo-
tosynthetischen Apparate dhnlich sind. Die fiir Diatomeen typische
Nutzung des Griinbereichs kann also nur bei an Membranproteine
gebundenem Fucoxanthin gezeigt werden.

Absorptionsspektren

(wéassriger Extrakt nach Behandlung mit Flissigstickstoff)
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Abbildung 5 — An Membranbruchstiicken gemessenes Ab-
sorptionsspektrum von Phaeodactylum und Euglena

Methodik

Es ist demnach von Bedeutung, dass bei der Priparation
das Fucoxanthin nicht von den Proteinen des FCP getrennt
wird. Um das zu erreichen, verbietet sich die Nutzung von
organischen Losungsmitteln. Stattdessen muss mit Thylakoid-
Membranbruchstiicken gearbeitet werden, bei denen diese Bindung
noch intakt ist. Wiirden Diatomeen einfach nur gemorsert, erhielte
man eine triilbe Briihe, die das Licht des Fotometers sehr stark streu-
en wiirde. Die folgende Priparationsanleitung wurde uns von Frau
Prof. Biichel (pers. Mitt.) zur Verfiigung gestellt:

o Die Diatomeen abzentrifugieren. Ggf. die Sedimente mehrerer
Ansitze vereinen und noch einmal zentrifugieren, so dass man
ein etwa erbsengrof3es Pellet erhiilt.

e Das Pellet in einen kleinen Morser geben und mit einer klei-
nen Menge fliissigen Stickstoffs libergieBen. Schutzbrille und
Schutzhandschuhe nicht vergessen! Eine nicht zu kleine Spa-
telspitze Calciumcarbonat zugeben und zermédrsern. Wenn der
Brei olivgriin wird, war es zu wenig Calciumcarbonat.

e Kurz zentrifugieren (max. 5000 g und 10 min). Dabei werden
die groben Zelltriimmer abgetrennt und im Uberstand befinden
sich die Membranbruchstiicke, also auch Thylakoidmembra-
nen. Die Suspension ist zwar immer noch triib und das Licht
wird gestreut, aber deutlich weniger als ohne diese Préiparation.

o Uberstand abnehmen und Absorptionsspektrum aufnehmen.

In Abb. 5 ist das Ergebnis dargestellt, dazu das von einer auf gleiche
Weise priparierten Euglena-Kultur als Vergleich. Die Ausnutzung
des griinen und gelben Lichts durch Diatomeen ist deutlich. Damit
ist die ,,Griinliicke™ geschlossen.

wasser in schule und bildung 7 (2021), S. 8-14



J. Schelte/R. Miiller

EINBINDUNG IN DEN LEHRPLAN

Die Fotosynthese ist im NRW-Kernlehrplan Biologie fiir die Se-
kundarstufe IT in den Bereich Okologie eingebunden (MSW, 2013).
Da bei dem hier dargestellten Phénomen der Zusammenhang zwi-
schen Struktur und oOkologischer Nische evident ist, bietet sich
dieser Komplex hervorragend fiir die Behandlung im Unterricht an,
sowohl unter 6kologischen wie auch stoffwechselphysiologischen
Gesichtspunkten.

EINSATZ DES MATERIALS IM UNTERRICHT

Das hier vorgestellte Unterrichtsmaterial kann im Rahmen des
Okologieunterrichts verwendet werden. Mit seiner Hilfe kann unter-
sucht werden, durch welche physiologische Angepasstheit eine neue
okologische Nische gebildet werden kann. Dabei miissen allerdings
grundlegende Kenntnisse iiber die Physiologie der Fotosynthese
bereits vorhanden sein, so das Wissen liber die durch Pflanzen
hauptsichlich genutzten Wellenlédngenbereiche.

Die Priparation der Membranbruchstiicke diirfte in den meis-
ten Schulen schwer durchzufithren sein, da fliissiger Stickstoff
nur selten zur Verfiigung steht. Deswegen wurde das Verfah-
ren und die anschlieBende Messung in einem Film dokumen-
tiert (https://www.oeko-sorpe.de/wordpress/2020/

04/13/absorptionsspektrum-von-kieselalgen/) (Schel-

te, 2020), der im Unterricht statt des Experiments eingesetzt werden
kann.

Arbeitsblitter

Die im folgenden dargestellten Losungen konnen aus dem Vorwis-
sen bzw. dem Material abgeleitet werden.
Arbeitsblatt 1 (,Fotosynthese - auch in tiefen Seen?*) : Dieses
Arbeitsblatt fiihrt in die Fragestellung ein.

Aufgabe 1 bezieht sich auf die Abbildungen 1 und 2, in denen
die Verteilung von Kieselalgen entlang eines Tiefengradienten in

Helix 1 Helix 3

siroma

Helix 2

Itmen

Abbildung 6 — Modell des Fucoxanthin-Chlorophyll-Protein-
Komplexes in der Thylakoidmembran. Wilhelm (2006), aus
Lepetit (2010)

zwei verschiedenen Gewissern dargestellt ist. Beiden Gewddssern
ist gemeinsam, dass die Diatomeen einen Verbreitungsschwerpunkt
zwischen 10 und 15 m haben. Die Messungen wurden offensichtlich
wihrend der Sommerstagnation durchgefiihrt, sodass die Verteilung
nicht durch Zirkulation gestort wurde.

Aufgabe 2 geht auf Abb. 3 ein. Hier ist das Ergebnis einer Unter-
suchung auf Griinalgen in einem flachen Gewisser wiedergegeben.
Die Tiefenverteilung der Griinalgen konzentriert sich auf die Zone
zwischen 1 und 3 m. Die geringe Tiefe des Gewissers kann aber hier
nicht der Grund fiir die Begrenzung sein, denn unterhalb von 4 m
wurden keine Griinalgen mehr gefunden, obwohl diese Tiefenzone
in dem Gewisser noch existiert.

Im Vergleich mit Abb. 1 und 2 wird deutlich, dass die Diato-
meen eine grofere Wassertiefe bevorzugen, wihrend die Griinalgen
eher oberflichennah vorkommen. Es ldsst sich also eine klare
Nischentrennung beobachten.

Aufgabe 3a: Landpflanzen und Griinalgen nutzen in fast aus-
schlieflichem Mafe rotes und blaues Licht fiir die fotosynthetische
Produktion.

Aufgabe 3b: Im Lunzer Untersee wurde im Sommer bei mitt-
lerer Sonnenhdhe, also am Vor- bzw. Nachmittag, in Wassertiefen
zwischen 1 und 20 m die Lichtintensitit, unterschieden nach den
verschiedenen Wellenldngen, gemessen und in Prozent der an der
Oberfliache herrschenden Lichtintensitét dargestellt.

Man sieht an der Grafik, dass Licht aus dem Griinbereich am
geringsten absorbiert wird, also tiefer eindringen kann als Licht
anderer Wellenlidngen. Bereits in 5 m Tiefe hat das griine Licht
noch ca. 15 % der Intensitit an der Oberfliache, wihrend im Spek-
tralbereich rot und blau die Intensitit auf etwa 5 % abgesunken
ist!.

Aufgabe 3c: Aus dem unter 3b Gesagten ergibt sich, dass
in groBerer Wassertiefe (ab 5 m) das fiir die Fotosynthese von
Griinalgen notige rote und blaue Licht nur noch in eingeschrédnktem
MaB zur Verfiigung steht. Eine effektive Fotosynthese und damit ein
Uberleben dieser Pflanzen ist dort wahrscheinlich nicht moglich.

Aufgabe 3d: Da die roten und blauen Anteile des Lichts bereits in
den oberen Schichten des Gewissers groenteils absorbiert werden,
erreichen nur gelbe, griine und orange Anteile die Wasserschich-
ten darunter. Kieselalgen als fotosynthetisch aktive Organismen,
die diesen Raum besiedeln, miissen also einen Mechanismus ent-
wickelt haben, der die Nutzung der Energie dieser Lichtqualititen
ermoglicht. Sie miissen also Pigmente besitzen, die Licht die-
ser Qualitdt absorbieren und die aufgenommene Energie auf die
Fotosysteme iibertragen konnen.

Aufgabe 3e: Man miisste versuchen, ein Pigment aus Kieselalgen
zu extrahieren, das griines Licht absorbiert. Im Film wird deutlich,
dass Kieselalgen ein solches Pigment, das Fucoxanthin, besitzen,
das die Bereiche zwischen Blau und Rot in erhohtem Mafe (hier im
Vergleich zu Euglena dargestellt) absorbieren kann. Es ist zu ver-
muten (aus dem vorhandenen Material allerdings nicht nachzuwei-
sen?), dass hiermit absorbierte Lichtquanten zu den Fotosystemen

! Die in der Literatur héufig zu lesende Behauptung, blaues Licht dringe am
tiefsten (werde also am geringsten absorbiert), trifft hier nicht zu. Ursache
hierfiir ist die, wenn auch geringe, aber trotzdem nicht zu vernachlidssigende
Population griiner Algen, die bereits in den oberen Schichte einen grofien
Teil des roten und blauen Lichts absorbiert.

2 Weiterfiihrende Experimente belegen allerdings diesen Sachverhalt, so
z.B. Lepetit (2010); Biichel (0.J.).
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Fucoxanthin

weitergeleitet werden. Dadurch bliebe die fotosynthetische Produk-
tion gewihrleistet und ein Uberleben der Algen in diesen Tiefen
wire moglich.

Arbeitsblatt 2 (,,Das Absorptionsspektrums von Kieselalgenpigmen-
ten): Hier wird auf die Methodik der Isolierung und Absorpti-
onsmessung der Membranbruchstiicke eingegangen.

In Aufgabe 1 wird das Spektrum von mit Aceton extrahierten
Phaeodactylum-und Euglena-Pigmenten beschrieben. Die Absorp-
tionsmaxima liegen bei beiden Algen bei ca. 435 bzw. 665 nm. Im
Bereich von etwa 520 bis 620 nm ist nur eine geringe Absorption zu
beobachten

Aufgabe 2: Auch im wissrigen Extrakt liegen die Maxima etwa
bei den gleichen Werten. Im griinen und gelben Bereich allerdings
ist die Absorption der Euglena-Pigmente etwas hoher als beim den
Acetonextrakt, bei Phaeodactylum allerdings deutlich hoher.

Aufgabe 3: Bei Euglena ist die Absorption im griinen Bereich
minimal, sie liegt im dargestellten Beispiel bei etwa 0,2, wihrend
sie bei Phaeodactylum bei etwa 0,7 liegt, also etwa 3,5-mal hoher.
Die fotosynthetische Produktion mit Hilfe der Energie des griinen
Lichts bei Euglena kann also nur einen Bruchteil der Produktion bei
Phaeodactylum betragen.

Aufgabe 4: Das Spektrum zeigt, dass Euglena im Gegensatz zu
Phaeodactylum keine Fucoxanthin-Chlorophyll-Protein-Komplexe
(FCP) besitzt. Offensichtlich sind die FCPs fiir die Steigerung der
Produktion im Griinen verantwortlich.

Aufgabe 5: Wenn die Pigmente von Phaeodactylum mit Hilfe von
Aceton extrahiert werden, 16sen sie sich von den Transmembranpro-
teinen. Dadurch éndert sich ihre Farbe; die Absorption im griinen
Teil des Spektrums verringert sich.
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Arbeitsblatt 1: Fotosynthese - auch in tiefen Seen?

In verschiedenen stehenden Gewassern hat man das Vorkommen von Kieselalgen in Abhangigkeit

von der Tiefe untersucht. Beim Lake Michigan in den USA stellte man die Besiedlung mit

benthischen Kieselalgen fest (Kieselalgen, die auf dem sandigen Seegrund wachsen) (Abb. 1) und
beim Osterreichischen Koralpensee das Vorkommen von planktischen Kieselagen im freien
Wasser (Abb. 2). Zum Vergleich zeigt Abb. 3 die Tiefenverteilung einer Grinalge in Abbot‘s Pond

(USA):
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Abbildung 1: Vorkommen von
bodenlebenden Kieselalgen im
Lake Michigan in
verschiedenen Tiefen [1]
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Abbildung 2: Vorkommen von
planktischen Kieselalgen im
Koralpenstausee in
verschiedenen Tiefen [2]

1. Beschreiben Sie die Abb. 1 und 2 und vergleichen Sie
die Tiefenverteilungen der Kieselalgen.

2. Beschreiben Sie die Abb. 3 und vergleichen Sie die
Tiefenverteilung der Griinalge mit der der Kieselalgen.

3. Um Unterschiede der Tiefenverteilung von Griin- und
Kieselalgen zu erkldren, nutzen Okologen u.a. die
Erkenntnisse (ber die Absorption des Sonnenlichts im

Gewaésser.

a) Erlautern Sie, welche Anteile aus dem Spektrum des
Sonnenlichts Griinalgen und Landpflanzen fiir ihre
Fotosynthese hauptséchlich nutzen.

b) Beschreiben Sie die Abb. 4 und fassen Sie die
dargestellten Sachverhalte zusammen.

¢) Priifen Sie, ob Griinalgen auch in gré3erer
Gewéssertiefe liberleben kénnten.

d) Stellen Sie eine Hypothese auf, wie Kieselalgen in
grolBerer Gewassertiefe (iberleben kénnen.

e) Entwickeln Sie einen Untersuchungsansatz, mit dem Sie Ihre Hypothese liberpriifen
kénnten. Schauen Sie dann den Film [5].
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Abbildung 3: Tiefenverteilung
von Chlorococcum (Griinalge]
in Abbot's Pond [3]

400

600 nNnm 700

100%

:1]

y

60

7

N4

20 a/
WV

uv

5m

~
AN
o

Abbildung 4: Intensitét und spektrale
Zusammensetzung des Lichts in verschiedenen
Tiefen des Lunzer Untersees, in Prozent der auf
die Oberfldche auftreffenden Strahlung
(Sommerdurchschnittswerte bei mittlerer
Sonnenhbéhe) [4]
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Arbeitsblatt 2: Das Absorptionsspektrum von Kieselalgenpigmenten

Ublicherweise werden Fotosynthese-Pigmente aus Algen extrahiert, indem man die Zellen mit einem
organischen Losungsmittel wie Aceton behandelt. Alle Pigmente befinden sich dann im Losungsmittel und im
Fotometer kann das Absorptionsspektrum aufgenommen werden. Macht man dies mit Kieselalgen, so erhalt
man das Spektrum aus Abb. 1. Im Vergleich dazu ist auch das Spektrum von Euglena, einer griinen Alge,
eingezeichnet.

Absorptionsspektren

Absorptionsspektren (Extraktion mit Aceton) (wassriger Extrakt nach Behandlung mit Flussigstickstoff)
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Abbildung 2: Absorptionsspektren wissriger Extrakte von
Euglena und Phaeodactylum
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Abbildung 1: Absorptionsspektren von Phaeodactylum
und Euglena in Aceton

1. Beschreiben Sie die in Abb. 1 wiedergegebenen Spektren.

Verwendet man allerdings nicht Aceton zur Extraktion, sondern geht wie im Film [1] dargestellt vor, so erhalt
man die Spektren aus Abb. 2.

2. Beschreiben Sie die Spektren im Vergleich mit Abb. 1.

3. Untersuchen Sie die Spektren im Hinblick auf die Absorption von griinem Licht und leiten Sie ab,
welchen Einfluss die Unterschiede bei diesen Wellenléngenbereichen im Hinblick auf die
fotosynthetische Produktion haben.

Abb. 3 zeigt einen (vereinfachten) Ausschnitt aus der
Thylakoidmembran einer Kieselalge. Solche Membranbruchsticke
wurden im Film untersucht. Die Abbildung zeigt einen
Antennenkomplex, der Lichtquanten auffangt und an das Fotosystem
| bzw. 1l weiterleitet. Drei schraubenférmige Proteine spannen sich
durch die Membran. An sie sind Chlorophylimolekule und
Fucoxanthinmolekile gebunden. Fucoxanthin ist ein Farbstoff, der in
Euglena nicht vorkommt.

Stroma

4. Leiten Sie aus dem bisher betrachteten Material ab, welchen
Einfluss der Besitz von Fucoxanthin auf die fotosynthetische Abbildung 3: Ausschnitt aus der
Produktion von Kieselalgen hat. Thylakoidmembran einer Kieselalge. Nach [2]
5. Erldutern Sie mit Hilfe von Abb. 1 und 2, wie sich die Absorption von Fucoxanthin &ndert, wenn es mit
Hilfe von Aceton von den Transmembranproteinen gelést wird.
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