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An improved method for isolation of (photosystem II)-particles from Euglena gracilis, strain Z 
was established. PS II-particles isolated by ultrasonic treatment and following differential 
centrifugation show fluorescence emission and absorption spectra identical with in vivo properties 
of Euglena gracilis. These PS II-particles have only PS II-activity and contain CP a, the typical 
chlorophyll-protein-complex of PS II. No contamination of PS I-components are detectable.

Einleitung

Zur Charakterisierung des Photosyntheseappara- 
tes Höherer Pflanzen oder Algen wurden bislang ent­
weder Organismen mit einem auf den Photosynthe- 
seapparat wirkenden genetischen Defekt mit den 
„Wild-Typen“ verglichen [1] oder photosynthetisch 
aktive Partikel mit Hilfe von Detergentien wie Digi- 
tonin, SDS oder Triton X-100 [2, 3] isoliert. Bei 
Euglena gracilis, Stamm Z weichen die Eigenschaf­
ten dieser Partikel aber deutlich von denen intakter 
Euglenen oder isolierter Euglena-Chloroplasten ab
[4]. Offensichtlich zerlegt die Einwirkung der Deter­
gentien die Thylakoidmembran nicht nur in ver­
schieden große Bruchstücke zwischen 80 und 200 A, 
sondern verändert drastisch zusätzlich ihre innere 
Organisation, wie durch Messungen der Fluoreszenz­
emission eindeutig belegt wird [4]. Deswegen stel­
len wir eine neue Methode vor, die eine Isolierung 
eines PS II-Partikels aus Euglena gracilis ermög­
licht, dessen Eigenschaften weitgehend denen von 
Euglena gracilis in vivo entsprechen.

Material und Methoden

Euglena gracilis, Stamm Z (Sammlung von Algen­
kulturen, Pflanzenphysiologisches Institut der Uni-

Abkürzungen: CP a, Chlorophyll-Protein-Komplex a; CP I, 
Chlorophyll-Protein-Komplex I; DCPIP, Dichloro- 
phenolindophenol; DPC, 1.5-Diphenylcarbazid; LHCP, 
Light-harvesting-chlorophyll-protein-Komplex; PAGE, 
Polyacrylamidgelelektrophorese; PAGIF, Polyacrylamid- 
gelisoelektrofokussierung; PS-I, Photosystem I; PS-II, 
Photosystem II; SDS, Natriumdodecylsulfat.
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versität Göttingen) wurde autotroph [5] in einem 
Licht-Dunkel-Wechsel von 14 Stunden Licht und 10 
Stunden Dunkel bei 27 °C und 10 000 Lux kultiviert. 
Nach Isolation intakter Chloroplasten [6] wurden 
diese in einer 15 mM NaCl-Lösung [7] aufgenommen 
und mit Ultraschall behandelt (40 sec, 8 D.C. 
ampere; Branson Sonic Power, Branson Instruments, 
Danburg, Connecticut). Das entstandene Chloropla- 
stenhomogenat wurde durch eine differentielle Zen­
trifugation aufgetrennt: (a) 5 min bei 1000 xg, Pellet
1, (b) 30 min bei 10 000 xg, Pellet 10, (c) 30 min bei 
35 000xg, Pellet 35, (d) 90 min bei 140 000 xg, 
Pellet 140. Das Pellet 1 enthielt ein Gemisch ver­
schieden großer Chloroplastenbruchstücke und wur­
de daher verworfen. Die übrigen Pellets wurden in 
Phosphatpuffer (50 mM, pH 6,5) aufgenommen.

Die Proteinspektren der Pellets 10, 35 und 140 
wurden mittels SDS-PAGE (15-prozentig) nach 
Laemmli [8, 9] erstellt. Die Identifizierung ihrer 
Chlorophyll-Proteide erfolgte durch PAGIF [10] und 
anschließender Reelektrophorese in Plattengelen [9]. 
Die Leistung des photosynthetischen Elektronen­
transportes der Pellets 10, 35 und 140 wurde als 
DCPIP-Reduktion mit oder ohne den künstlichen 
e~-Donator DPC [11, 12] bzw. als Methylviologenre- 
duktion bestimmt [6]. Der pH-Wert der Versuchsan­
sätze lag im Optimumsbereich für ultraschallaufge­
brochene Chloroplasten bei pH 6,5 [21].

Tieftemperatur-Fluoreszenzemissionsspektren wur­
den mit Hilfe der Meßapparatur in Anlehnung 
an Harnischfeger [13] aufgenommen. Zum Vergleich 
mit Ultraschallpartikeln wurden ebenfalls die Fluo­
reszenzemissionsspektren von Chloroplasten aufge­
nommen, die mit Triton X-100 aufgeschlossen wor-
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den waren (30 min Tritonbehandlung, Endkonzen­
tration 0,5%).

Ergebnisse und Diskussion

Das Fluoreszenzemissionsspektrum intakter Eu- 
glena gracilis weist deutliche Maxima bei 690 nm 
und 730 nm auf (Abb. 1). Der kurzwellige Fluores- 
zenzemissionspeak wird dem Photosystem II zusam­
men mit dem light-harvesting-system, der langwelli­
ge dem Photosystem I zugeschrieben [14—16]. Im 
Vergleich dazu ist das Fluoreszenzemissionsspek­
trum der Triton-behandelten Chloroplasten aus 
Euglena gracilis drastisch verändert (Abb. 1): die In­
tensität der langwelligen Emission bei 730 nm ist 
stark reduziert und verschwindet bei längerer Ein­
wirkungsdauer völlig. Das Emissionsmaximum bei 
690 nm zeigt einen deutlichen blue-shift nach 
681 nm [15-17]. Das Reaktionszentrum des Photo­
systems I, der Chlorophyll-Protein-Komplex CP I, ist 
jedoch im durch SDS-PAGE ermittelten Protein­
spektrum dieser Triton-behandelten Chloroplasten 
vorhanden, denn dieses Chlorophyll-Proteid ist in 
der gelelektrophoretischen Auftrennung eindeutig 
als grüne Chlorophyll-Protein-Bande zu sehen. Of­
fenbar erfährt die Thylakoidmembran durch die
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Abb. 1. Tieftemperatur-Fluoreszenzemissionsspektren von 
a) tritonbehandelten Chloroplasten, b) ultraschallbehandel­
ten Chloroplasten und c) intakter Euglena gracilis.

Abb. 2. Tieftemperatur-Fluoreszenzemissionsspektren von 
Ultraschallpartikeln nach differentieller Zentrifugation, a) 
Pellet 140, b) Pellet 35 und c) Pellet 10.

Tritonbehandlung eine Umorganisation, die das ge­
wöhnliche in vivo Fluoreszenzemissionsspektrum 
nicht mehr ermöglicht. Das Fluoreszenzemissions­
spektrum der mit Ultraschall behandelten Chloro­
plasten von Euglena gracilis hingegen entspricht dem 
der intakten Euglenen (Abb. 1). Die Behandlung mit 
Ultraschall bewirkt also im Gegensatz zur Tritonein­
wirkung ein Zerlegen in Partikel ohne intrathylako- 
idale Umorganisation. Diese Präparation gestattet 
daher die Isolierung eines Photosystem II-Partikels 
aus dem Thylakoidsystem von £wg/enfl-Chloropla- 
sten und seine Charakterisierung sowohl durch Mes­
sung der photochemischen Aktivität mittels DCPIP- 
Reduktion als auch durch Fluoreszenzemissions- 
spektroskopie bei Tieftemperatur. Etwaig noch vor­
handene PS I-Anteile lassen sich durch die Methyl- 
viologen-Reduktion bzw. durch das typische Fluo- 
reszenzemissionsmaximum bei 730 nm nachweisen.

Die durch Ultraschallbehandlung gewonnenen 
Thylakoidpartikel wurden durch differentielle Zen­
trifugation weiterfraktioniert und ihre Eigenschaften 
bestimmt (Abb. 2). Die Emissionsmaxima der Pel­
lets 10 und 35 liegen bei 690 und 730 nm, wobei der
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Tab. I. Photosyntheseaktivität und Chlorophyll-Protein- 
Komplex-Gehalt der durch Ultraschallbehandlung aus Eu- 
g/ena-Chloroplasten isolierten Partikel Pellet 10, Pellet 35 
und Pellet 140.

Aktivität von Chlorophyll-Protein-
Komplexe

PSI PS II CP I CP a LHCP

P 10 + + + + +

P 35 + + +  ( - )  +  +
P 140 - + +

Anteil der langwelligen Fluoreszenzemission bei Pel­
let 35 niedriger ist als bei Pellet 10. Dem Pellet 140 -  
den kleinsten Partikeln -  fehlt diese langwellige, für 
PS I typische Fluoreszenzemission völlig (Abb. 2). 
Damit handelt es sich bei Pellet 140 um reine PS II- 
Partikel ohne PS I-Reste. Dies bestätigen auch die 
DCPIP- bzw. Methylviologenreduktionsraten von 
Pellet 10, Pellet 35 und Pellet 140. Pellet 10 und Pel­
let 80 zeigen sowohl PS I- als auch PS II-Aktivität 
(Tab. I), Pellet 140 jedoch nur noch PS II-Aktivität.

Uy 4,3 4,5 
pH-Wert

Abb. 3. PAGIF der tritonbehandelten Chloroplasten von 
Euglena gracilis, Stamm Z und anschließende Reelektro- 
phorese der grünen PAGIF-Banden.

Die DCPIP-Reduktionsrate liegt bei diesen Parti­
keln zwischen 70 und 150 mol DCPIP red. • mg Chi-1 
• h-1. Diese Rate liegt wesentlich über der, die von 
PS II-Präparationen aus Euglena-Chloroplasten mit 
Hilfe des Detergens Digitonin bekannt ist [6]. Da die 
Zugabe von DPC [11, 12] die DCPIP-Reduktionsrate 
von Pellet 140 nicht wesentlich erhöht, sind die Re­
aktionszentren des Photosystems II noch mit dem 
wasserspaltenden Apparat sowie dem primären e~- 
Donator des Photosystems II gekoppelt. Demnach 
bleibt bei der hier gewählten Ultraschallbehandlung 
und Isolierung von PS II-Partikeln die funktionelle 
Einheit des Photosystems II erhalten.

Eine weitere Charakterisierung von Pellet 10, 35 
und 140 erfolgte durch Bestimmung ihres Gehaltes 
an den Chlorophyll-Protein Komplexen CP I, CP a 
und LHCP bzw. ihrer Apoproteine. Bei PAGIF von 
Triton-behandelten Euglena-Chloroplasten lassen 
sich drei grüne Banden (Abb. 3) mit unterschiedli­
chen Absorptionsspektren (Abb. 4) voneinander
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Abb. 4. Absorptionsspektren der Chlorophyll-Protein-
Komplexe LHCP (----), CP I (------- ) und CP a (------- )
von Euglena gracilis, Stamm Z.
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trennen. Neben den bereits länger bekannten Kom­
plexen CP I und LHCP [9, 20] trat noch das erst 
kürzlich beschriebene CP a auf [20]. Die Reelektro- 
phorese (Abb. 3) dieses Chlorophyll-Proteids ergab 
zwei Apoproteine mit dem Molekulargewicht von 56 
und 48 Kd.

Die gelelektrophoretische Auftrennung der Parti­
kelproteine ergab sowohl bei den Pellet 10-Partikeln 
als auch bei den Pellet 35-Partikeln das Vorhanden­
sein von CP I (Tab. I). Neben CP I, dem Reaktions­
zentrum des Photosystems I, waren in geringerer 
Menge (6%) auch die Apoproteine des CP a sowie 
das LHCP (15%) vertreten. In den Pellet 140-Parti-

keln ist das CP I nicht mehr nachweisbar, dagegen 
ist der Anteil des CP a auf bis zu 15% gestiegen. Da­
mit ist dieses Polypeptid in den Photosystem II-Par- 
tikeln im Vergleich mit Thylakoiden aus Euglena 
gracilis um das 2 bis 3-fache angereichert.

Die hier aus Euglena gracilis isolierten PS Il-Parti- 
kel zeigen sämtliche Charakteristika der in vivo Ei­
genschaften vom Photosystem II intakter Euglenen.
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