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ZUSAMMENFASSUNG

Zur Untersuchung des Fotosystems Il wurde von der Firma Heinz
Walz GmbH das ,Junior-PAM” entwickelt. Hiermit Iasst sich das non-
chemical-Quenching bestimmen, d.h. es kann der Anteil der am
Fotosystem Il umgewandelten Energie gemessen werden, der nicht
in chemischer Energie gebunden wird, sondern in Form von Fluo-
reszenzlicht und Warme abgegeben wird. Da das Gerat von Hause
aus eher zur Untersuchung von Blattern gedacht ist und weniger fiir
Algenkulturen, wurden zwei Verfahren getestet, trotzdem Algen, hier
Chlorella, zu untersuchen. Als geeignet hat sich die Untersuchung
eines Glasfaserfilters erwiesen, auf das die Algen filtriert werden.
Die Unterbrechung des fotosynthetischen Elektronentransports zur
Bestimmung des Quenching wurde durch das Herbizid Metribuzin
hervorgerufen.

EINLEITUNG

Der Okologischen Station in der JH Sorpesee wurde ein Junior-PAM
leihweise tiberlassen, um herauszufinden, ob dieses Gerit im Rah-
men von Kursen oder bei betreuten schulischen Forschungsarbeiten
verwendet werden kann. Da der Schwerpunkt der Arbeit an der Sta-
tion gewisserokologisch ausgerichtet ist und Fragestellungen zur
Fotosynthese entsprechend meist mit planktischen Algen oder ih-
ren Kulturen bearbeitet werden, war die erste Frage, inwieweit sich
die Messvorrichtungen des PAM dafiir adaptieren lassen. Das PAM
wird mit mechanischen Klammern und Magneten geliefert, in die
Laubblitter eingeklemmt werden konnen.

Das Prinzip des PAM basiert auf Fluoreszenzmessungen, die
durch schwache Lichtblitze, die selber noch nicht zur Fotosynthe-
se ausreichen, induziert werden. Dariiber hinaus konnen stirkere
Lichtblitze (aktinisches Licht) gegeben werden, die eine Fotosyn-
theseantwort auslosen. Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenz wird
analysiert. Um das Licht an seinen jeweiligen Bestimmmungsort zu
bringen, wird mit einem Kunststoff-Lichtleiter gearbeitet.

MESSAUFBAU

Die Verwendung des PAM mit Algenkulturen birgt eine Schwierig-
keit: Die Zellen miissen innerhalb eines bestimmten Zeitraums im
Messstrahl bleiben (Cosgrove/Borowitzka, 2006). Da sie aber in der
Kultur sedimentieren, ist das nicht trivial. Riithren wiirde die Sache
noch verschlimmern. Zwei Auswege bieten sich an:
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Abbildung 1 — Junior-PAM: Der Lichtleiter beriihrt die Ober-
flache des Tropfens mit der Chlorella-Kultur

LUNIOR-PAM

Abbildung 2 — Junior-PAM: Glasfaserfilter mit Chlorella in
der eigentlich fiir Laubblitter bestimmten Magnethalterung

e Das Messvolumen muss moglichst klein gemacht werden.
Hierzu wurde eine Plexiglasplatte mit einerAusfriasung von 2
mm Durchmesser und 1,8 mm Tiefe angefertigt und der Licht-
leiter mit einer verschiebbaren Halterung so befestigt, dass er
die Oberfldche des Tropfens gerade beriihrt (Abbildung 1).

e Die Algen werden auf ein Glasfaserfilter filtriert, welches
dann wie ein Blatt in die Magnethalterung des Junior-PAM
eingespannt wird (Abbildung 2).

Die erste Methode kommt mit sehr wenig Material aus, bei der
zweiten mussten ca. 70 mL Kultur filtriert werden, dann war das
Filter zugesetzt und die maximale Zelldichte erreicht. Das Filter
wurde zur Dunkeladaption in einem kleinen verschlossenen Gefdl3
aufbewahrt, um ein Austrocknen zu verhindern.

VERGLEICH DER BEIDEN ANSATZE

Ohne die Messergebnisse bereits hier im einzelnen zu besprechen,
zeigt ein Vergleich der ermittelten Grafen (Abbildung 3, 4) schon,
welche Methode geeigneter zu sein scheint:
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Abbildung 4 — Messung auf dem Glasfaserfilter

Die auch im kleinen Tropfen noch nicht zu vernachléssigende Be-
weglichkeit der Zellen zeigt sich in einem wesentlich unruhigeren
Grafen. Die Filtration auf ein Glasfaserfilter ist also vorzuziehen.
Auch ist die Fluoreszenzantwort aufgrund der dichter liegenden Zel-
len um das ca. 20-fache erhoht, was ebenfalls fiir diese Methode
spricht.

Im weiteren Verlauf wird also mit der Filter-Methode weitergear-
beitet.

VERSUCHE MIT METRIBUZIN

Um den Elektronentransport zu hemmen werden Herbizide einge-
setzt. In unseren Versuchen haben wir Metribuzin verwendet, ein
vor allem im Kartoffelanbau benutztes Herbizid. Es hemmt, dhnlich
wie DCMU (= Diuron) nur den Elektronentransport am PSII, und
zwar unmittelbar vor Plastochinon (Trebst/Wietoska, 1975).

Leider ist Metribuzin schlecht in Wasser 16slich. Zum Experimen-
tieren miisste es eigentlich in Acetonitril gelost werden, welches
mit Wasser mischbar ist. Da dieses nicht zur Verfiigung stand, wur-
de eine geringe Menge (etwa 1 mm?®) als Feststoff in etwa 70 mL
der Kultur aufgeschwemmt und durch Riihren so gut wie moglich
gelost. Diese Mischung wurde mit Unterdruck auf ein Glasfaserfil-
ter filtriert, welches nach 30 min Aufbewahrung im Dunkeln wie
oben beschrieben untersucht wurde. Eine gleich behandelte Probe
ohne Metribuzin diente als Kontrolle.

Die Bedienung des Gerits und die Berechnungen wurden nach
Schansker (2020) vorgenommen. Die Einstellungen am PC fiir das
Junior-PAM waren entsprechend den Standardvorgaben (default).
Es wurde das Programm der Fa. Walz ,WinControl 3 Teaching
Edition” verwendet.

Beide Filter wurden nach folgendem Schema untersucht:

e 30 min Dunkeladaption

e Einspannen des Filters in die Halterung

e Nach ca. 15 s Sittigungspuls (SAT)

e Nach ca. 30 s Sittigungspuls (SAT)

e Nach ca. 30 s Einschalten der aktinischen Beleuchtung (Act.
L.

e Nach ca. 30 s Sittigungspuls (SAT)

e mehrfache Wiederholung des Sittigungspulses alle 100 s

Kontrolle ohne Metribuzin

Im Dunkeln sind alle Reaktionszentren ,,offen”, d.h. bereit fiir die
Elektronenaufnahme. Sobald das Messlicht (kurze, schwache Licht-
pulse) eingeschaltet ist, wird der Fluoreszenzlevel F{ erreicht. Er
spiegelt die Erregungsenergie wider, die nicht fiir Fotosynthese be-
nutzt und als Fluoreszenszlicht (plus Wirme) wieder abgegeben
wird. Wird der Sattigungspuls (SAT, kurzer Lichtblitz, der alle Re-
aktionszentren ,,schlief3t*) ausgelost, muss die gesamte eingestrahlte
Energie abgegeben werden, da sie nicht fiir fotochemische Prozes-
se genutzt werden kann. Dies entspricht dem Fluoreszenzlevel Fi,.
Aus diesen beiden wird der Wert F, abgeleitet (Abbildung 5):
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Abbildung 5 — Chlorella ohne Metribuzin

F,=F,—Fo (1)

Das Verhiltnis (oder ) gibt die maximale Fotosyntheseeffizienz
des PSII wieder. Bei gesunden Pflanzen liegt dieser Wert zwischen
0,8 und 0,83. Im gezeigten Versuch betrigt der Wert allerdings nur
0,451. Der nicht fiir die Fotosynthese genutze Anteil (hier 0,55 (55
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