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Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten wurde eine Ausdinnung der Ozonschicht Gber den
Polargebieten beobachtet. Die Ursache war vor allem anthropogenen Ur-
sprungs, da FCKWs verantwortungslos in die Atmosphéare freigesetzt wurden.
Einhergehend wird ein Anstieg der kurzwelligen UV-B-Strahlung beobachtet,
der die Photosynthese von Makroalgen der Klistenzonen, in Abhangigkeit von
der morphologischen Struktur und dem jeweiligen Entwicklungsstadium, erheb-
lich beeintrachtigt. Es war aber bisher nicht bekannt, wie UV-Strahlung auf die
Ultrastruktur von Algenzellen und ihre Kompartimente wirkt. Daher war das pri-
méare Ziel, den Zusammenhang zwischen verringerter Photosyntheseaktivitat
und strukturellen Anderungen des Photosyntheseapparats, den Membranen
und weiterer zellularer Kompartimente mit physiologischen und feinstrukturelien
Methoden aufzuklaren. Mit der vorliegenden Arbeit wurden die strukturellen Ur-
sachen der physiologisch gemessenen Schaden untersucht und mdgliche
schitzende MaBnahmen der Zelle gegen strukturelle Schadigungen durch UV-
Strahlung aufgezeigt.

Durch Abbau der Ozonschicht, vor aliem (iber den Polargebieten, erhéht sich
die UV-B-Bestrahlungsstarke besonders in der Arktis und Antarktis. Wahrend
des Sonnenhéchststandes unter gréBter Ozonverringerung im November
konnten in der Antarktis (King George Island) kurzzeitig bis zu 1,8 W m* UV-B
(280 — 320 nm) gemessen werden. Biclogisch wirksame Welleniangen des UV-
B-Bereiches kdnnen bis in Meerestiefen von 20 m nachgewiesen werden. Da
UV-B-Strahlung verschiedene biologische Prozesse schadigen kann, sind Ma-
kroalgen daher in den klaren antarktischen Klstengewéassern besonders ge-
fahrdet.

In dieser Studie wurde zum ersten Mal gezeigt, wie sich natlrliche UV-
Strahlungsstarken auch auf die Ultrastruktur von Makroalgen auswirken. Chlo-
roplasten und Mitochondrien von zwei unterschiedlichen antarktischen Rotal-
genarten zeigen unter UV-Stress strukturelle Veranderungen, wobei z. B. die
Schadigungen von Phycodrys austrogeorgica aus dem mittleren bis unteren
Sublittoral starkere AusmaBe zeigen als bei Palmaria decipiens aus dem obe-
ren Sublittoral. Bei P. decipiens wurden vor allem reversible Vesikelbildungen
aus den Thylakoiden dokumentiert, wobei die Chloroplasten von Ph. austroge-
orgica irreversibel zerstort wurden, da die auBBere Chloroplastenhille aufbrach
und die Phycobilisomen in das Cytoplasma strémten. Diese Unterschiede spie-
geln die Ergebnisse aus Malondialdehyd-Messungen wider, die zeigen, daf die
Membransysteme von Ph. austrogeorgica einer starkeren Lipidperoxidation
ausgesetzt waren als die von P. decipiens. Eine Veranderung der Fetts&uren-
zusammensetzung wurde in P. decipiens aber nicht nachgewiesen. Die Mem-
branfluiditat ist somit wahrscheinlich durch UV-Stress verandert worden. Neben
den Schadigungen von Membranstrukturen zeigte sich in der Ultrastruktur von
Ph. austrogeorgica eine Zerstorung bzw. ein Abbau von Proteinkristallen. Dies
gibt einen Hinweis darauf, daB die UV-geschadigte Pflanze einen erhdhten
Stickstoff- bzw. Proteinbedarf flir enzymatische Reparaturmechanismen oder
geschadigte Enzyme hat.



Die Ultrastrukturergebnisse korrelieren zudem mit dem Absinken der maxima-
len Quantenausbeute von Photosystem Il in beiden Arten. Ph. austrogeorgica
zeigte eine stérkere Schadigung der Photosynthese, die nach 16 Stunden UV-
Bestrahlung nicht mehr repariert wurde. Im Gegensatz konnte bei P. decipiens
nach dem UV-Stress eine Fahigkeit zur vollstandigen Erholung im schwachen
Weifllicht nachgewiesen werden. Diese Art konnte sich sogar an eine UV-
Expositionsdauer von 15 Tagen anpassen.

Neben aufgetretenen reversiblen Kurzzeiteffekten auf Pigmentkonzentrationen
von Chlorophyll a, Phycoerythrin und Phycocyanin in beiden Arten, zeigte sich,
daB sich die Chlorophyll a-Konzentration in P. decipiens nach 11 Tagen UV-
Exposition nicht verdnderte. Tieftemperatur-Fluoreszenzemissionsspektren
deuteten nach 12 Stunden UV-Exposition u.a. auf eine Entkopplung der Ener-
gieleitung vom Antennenpigment Phycoerythrin zum Photosystem 1l hin, die
sich jedoch nach einer WeiBlicht-Erholungsphase wieder stabilisierte.

Die dargestellten Daten lber Veranderungen in der Ultrastruktur, Pigmentkon-
zentration, Photosynthese-Effizienz und Energieverteilung innerhalb des Photo-
systems deuten an, daB3 P. decipiens zunachst mit typischen Stress-
ph&nomenen auf naturliche UV-Bestrahlungsstarken reagiert. Nach kurzer Zeit
akklimatisierte sich die Art aber an die Bedingungen der vorliegenden UV-
Bestrahlung, und die vorher beobachteten Stressreaktionen verschwinden wie-
der. Untersuchungen der Genexpression von Rubisco und des D1-Proteins zei-
gen, daB das D1-Protein im Reaktionszentrum von Photosystem I unter UV-
Stress stérker synthetisiert wird als die Rubisco und somit einer héheren Turn-
over-Rate unterliegt. Die Ergebnisse deuten eine UV-induzierte transkriptionelle
Regulation des photosynthetischen Proteinmetabolismus an.

Die dargestellten Effekte von UV-Strahlung auf P. decipiens lassen den Schluss
zu, daB diese Art mit wirkungsvollen Akklimatisations- und Schutzmechanismen
gegen UV-Stress ausgestattet sein muB. P. decipiens besitzt im Gegensatz zu
Ph. austrogeorgica eine Grundausstattung an UV-absorbierenden mycosporin-
ahnlichen Aminosauren (MAAs). Wahrend Ph. austrogeorgica unter UV-
Exposition keine MAAs produziert, steigt die MAA-Konzentration in P. decipiens
schon nach 8 Stunden UV-Bestrahlung an. Nach 11 Tagen stieg die UV-
induzierte Produktion von P-334 sogar um den Faktor 14.

P. decipiens ist somit sehr gut an den Lebensraum im oberen Sublittoral ange-
paBt und kann daher relativ schnell auf eine Erhohung der UV-
Bestrahiungsstarken reagieren. Ph. austrogeorgica hingegen wére nach einem
weiteren Ozonabbau nicht in der Lage, erhdhte UV-Bestrahlungsstarken zu
Uberleben, da diese Art keine Mechanismen zum Schutz vor schadigender UV-
Strahlung besitzt.



Summary

In the last decades a depletion of the ozone layer over the polar regions was
observed. The cause was above all anthropogenic origin, as FCKWs were
irresponsibly released in the atmosphere. As a consequence thereof a rise in
shortwave UV-B radiation was observed impairing considerably the
photosynthesis of macroalgae of coastal zones dependent on the morphological
structure an the respective developmental stage. But it has not been known yet
how UV radiation affects the ultrastructure of algal cells and their
compartiments. Therefore the primary object was to clear up the connection
between decreased photosynthetic activity an structural changes, the
membranes and another cellular compartiments with physiological and fine
structural methods. With the present work, the structural causes of physiological
measured damage was investigated and possible protecting mechanisms of the
cell against structural damage by UV radiation were demonstrated.

By degradation of the ozone layer, above all over the polar regions, the UV-B
irradiance increased especially in the Arctic and Antarctic. During solar
maximum and highest decrease in November in Antarctica (King George
Istand), up to 1,8 W m? UV-B (280 ~ 320 nm) could be measured temporarily. In
the sea, biological effective wavelengths in the UV range can be detected in
depths up to 20 m. As UV-B radiation can affect different biological processes,
macroalgae in the clear antarctic shore waters are especially endangered.

In this study, it was shown for the first time how natural UV irradiances impinge
on the ultrastructure of macroalgae. Chloroplasts and mitochondria from two
different antarctic red algal species show structural changes upon UV stress,
whereas the damage of Phycodrys austrogeorgica from the middle to lower
sublitoral for example shows a higher degree than of Palmaria decipiens from
the upper sublitoral. In P. decipiens reversible forming of vesicles out of the
thylakoids were documented, whereas the chloroplasts of Ph. austrogeorgica
were damaged irreversibly, as the outer chloroplast envelope was damaged
and the phycobilisomes flowed into the cytoplasm. These differences reflect the
results of the malondialdehyde measurements showing that the membrane
systems of Ph. austrogeorgica were subjected to a higher lipid peroxidation
than of P. decipiens. However, a change in fatty acid composition could not
been shown in P. decipiens. Therefore, the membrane fluidity was likely to be
changed by the UV stress. Besides a damage of membrane structures, a
destruction or degradation of protein crystals could been shown in the
ultrastructure of Ph. austrogeorgica. This could be evidence of an increased
nitrogen or protein requirement of the UV affected plant for enzymatic repair
mechanisms and damaged enzymes, respectively.

Furthermore, the ultrastructural results correlate with the decrease of the
maximal quantum yield of photosystem Il in both species. Ph. austrogeorgica
showed a stronger damage of photosynthesis, that could not be repaired after
16 hours of UV radiation. In P. decipiens however, a capability of complete
recovery in low white light conditions could be detected. This species was even
able to adapt to a UV exposition up to 15 days.

Besides the reversible short-time effects on pigment concentrations of
chlorophyll a, phycoerythrin and phycocyanin in both species, it has been



shown in P. decipiens that the chlorophyll a concentration did not change after
11 days of UV exposition. Deep temperature flucrescence emission spectra
indicate a decoupling of the energy transfer from the accessory antenna
pigment phycoerythrin to photosystem I, which stabilized after a white light
recovery period, however.

The documented data about changes in the ultrastructure, pigment
concentrations, photosynthetic efficiency and energy transfer inside the
photosystem indicate that P. decipiens firstly reacts with typical stress
phenomena on natural UV irradiances. After a short time, this species
acclimated to the present UV conditions and the previously observed stress
reactions disappeared. Investigations on gene expression of Rubisco and the
D1 protein reveal that under UV stress the D1 protein in the rection centre of
photosystem Il was stronger synthetisized than Rubisco, thus underlying a
higher turn-over rate. The results indicate a UV-induced transcriptional
regulation of the photosynthetic protein metabolism.

The documented effects of UV radiation on P. decipiens lead to the conciusion
that this species must be equipped with effective acclimation and protection
mechanisms against UV stress. In contrast to Ph. austrogeorgica, P. decipiens
shows a basic equipment of UV absorbing mycosporin-like amino acids (MAAs).
Whereas Ph. austrogeorgica does not produce any MAAs under UV exposition,
P. decipiens shows an increase of MAA concentration after 8 hours UV
radiation. After 11 days, the production of P-334 increased even 14fold.
Consecuently, P. decipiens is well adapted on the habitat of the upper sublitoral
and is able to react relatively fast on an increase of the UV irradiances. In
contrast, after a further ozone loss Ph. austrogeorgica would not be able to
survive enhanced UV irradiances, as this species does not own mechanisms to
protect itself against harmful UV radiation.



1 Einleitung

1.1 Ozonabbau und UV-Strahlung

Durch anthropogene, aber auch durch biogene Aktivitaten werden chlorierte
und bromierte gasfdrmige Organohalogenverbindungen, wie z.B. Fluorchlor-
kohlenwasserstoffe (FCKW) freigesetzt, gelangen in die Atmosphére und zer-
stdren das stratospharische Ozon. Seit der Entdeckung des Ozonabbaus lber
der Antarktis Ende der 70er Jahre (Farman et al., 1985) wurden dort die drama-
tischsten Ozonverluste von Gber 50% im Frihjahr (September bis November)
beobachtet, so daB zu dieser Jahreszeit von einem ,Ozonioch” gesprochen wird
(Frederick und Snell, 1988). Die FCKW werden aufgrund ihrer hohen Halb-
wertszeit auch in den kommenden 50 Jahren noch in hohen Konzentrationen
trotz verstérkter gesetzlicher Reglementierung zur Freisetzung in der Atmo-
sphére vorliegen. Extrem kalte Temperaturen in der Stratosphére beglnstigen
die Bildung von polaren Stratospharenwolken mit einem verstarkten Ozonabbau
um mehr als 50 % im Winter/Frihjahr 1995/1996 Uber der Arktis (Muiiler et al.,
1997). In den Jahren vor 1978 betrug die durchschnittliche Ozonkonzentration
Gber der Antarktis etwa 300 Dobson Units (DU), wahrend des Ozonlochs 1987
wurden jedoch weniger als 125 DU gemessen. Es muf mit einem starkerem
zeitweiligen Rlckgang des Ozongehaltes gerechnet werden, obwohl die Emis-
sion dieser problematischen Gase mittlerweile durch internationale Vertrage
z.T. begrenzt wurde (Farman et al., 1985; Hofmann et al., 1987; Solomon,
1990; Smith et al., 1992).

Der gréBte Teil der biologisch schadlichen Sonnenstrahlung, d.h. der ultravio-
lette Strahlungsanteil des UV-C (220-280 nm) und Teile des UV-B (280-320
nmy), wird durch die Atmosphdre, insbesondere in der stratospharischen Ozon-
schicht, absorbiert (Smith, 1989). Die klrzesten auf die Erdoberflache auftref-
fenden Wellenlangen liegen bei ca. 295 nm. Mit abnehmender Ozonkonzentra-
tion in der Stratosphére wird jedoch zunehmend sowohi kirzerwellige Solar-
strahlung auftreffen, als auch die Bestrahlungsstérke im Wellenlangenbereich
unterhalb 300 nm ansteigen. Bedingt durch die biologische Wirkungskurve
steigt der gewichtete schadiiche UV-Effekt um ein Vieltaches mit kieinerer Wel-
lenlange an, so daB im kurzwelligen UV-B-Bereich bereits durch minimale Er-
héhung der Bestrahlungswerte erhebliche biologische Effekte auftreten werden
(Caldwell et al., 1986). In aquatischen polaren Okosystemen spielt neben der
Ozonschicht, Wolken, Schnee- und Eisbedeckung v.a. die Wasserséule eine
entscheidende Rolle in der Absorption von UV-Strahlung. Die vertikale Ab-
schwéchung wird gréBtenteils von den hydrographischen Faktoren bestimmt,
wie z.B. den spektralen Eigenschaften von gelésten Substanzen, der Konzen-
tration partikularen Materials, aber auch der Dichte und Zusammensetzung des
Planktons. In Kiistengewassern mit einer starken Triibung und hoher Gelbstoff-
Konzentration gelangt die UV-Strahlung somit nur einige Dezimeter in die Was-
sersdule (Smith und Baker, 1979), wahrend im klaren Ozeanwasser UV-B in
einer Tiefe von 14 m gemessen werden kann (Baker und Smith, 1982). Im ant-
arktischen Frihsommer, d.h. wahrend der Zeit des Ozonlochs, ist das antarkti-
sche Wasser aufgrund von niedrigen Konzentrationen partikularer und geldster
Substanzen sowie geringen Zelldichten extrem transparent. Dadurch erhéht
sich die Eindringtiefe der UV-Strahlung. So wurden zu dieser Zeit biologisch



aktive Wellenidngen des UV-B-Bereiches bis in Tiefen von 20 m nachgewiesen
(Karentz und Lutze, 1990). In antarktischen ozeanischen Gewéassern wurden
1% der UV-B-Oberflachenstrahlung in Tiefen von 10 — 65 m bestimmt (Gieskes
und Kraay, 1990; Vosjan et al., 1996). In antarktischen Kistengewéssern hin-
gegen wurden 1%-Tiefen der UV-A-Strahlung von 4 — 24 m gemessen (Hoyer
et al., 2001).

1.2 Biologische Effekte der UV-Strahlung

Aufgrund ihres hohen Energiegehaltes richtet die UV-Strahlung in lebenden
Zellen starke Schaden auf molekularer Ebene an (Karentz et al., 1991). So
werden im DNA-Molekll u.a. Thymin-Dimere, Einzelstrangbriche oder Quer-
verbindungen (,crosslinks®) erzeugt, die physiologische Vorgénge beeintréchti-
gen oder sogar zum Absterben der Organismen fihren kénnen (Harm, 1980;
Buma et al., 1995). Durch drei verschiedene Reparaturmechanismen, Photore-
aktivierung, Exzisionsreparatur und Postreplikationsreparatur, werden gesché-
digte DNA-Abschnitte repariert (Friedberg, 1985; Hanawalt et al., 1978). Protei-
ne besitzen ein Absorptionsmaximum von 280 nm und werden durch UV-B-
Strahlung strukturell geschadigt, so dafB es letztlich zum funktionellen Ausfall
kommen kann (Vass, 1997). Pflanzliche Proteine, insbesondere diejenigen, die
an der Photosynthese beteiligt sind, wie z.B. das Reaktionszentrum-Protein
(D1) im Photosystem I, werden durch UV-B Strahlung bevorzugt angegriffen
(Bornmann und Teramura, 1993). Desweiteren sind Lipide mit isolierten oder
konjugierten Doppelbindungen ein potentielles Ziel von UV-Strahlung
{(Kochevar, 1990). Phospho- und Glycolipide sind Hauptbestandteile von pflanz-
lichen Zellmembranen und enthalten u.a. ungesattigte Fettsauren, die in Ge-
genwart von Sauerstoff durch UV-Strahlung zerstért werden (Lipidperoxidation)
(Kramer et al., 1991). UV-Strahlung kann Singulett-Sauerstoff ('O,), Superoxid-
anion-Radikale (O,"), Hydroxylradikale (OH*) oder Wasserstoffperoxid (H,O,)
produzieren, die Membranlipide mit ihren ungeséttigten Fettséuren, Kohlenhy-
drate, Nukleins&uren und Proteine zerstéren kdnnen (Asada, 1994; Malanga et
al., 1997). Enzymatische Schutzsysteme, wie Katalase, Peroxidasen sowie Su-
peroxid-Dismutase (SOD) und Antioxidantien, wie Glutathion (GSH), alpha-
Tocopherol (Vitamin E), Flavonoide, B-Carotin und Ascorbinsaure (Vitamin C)
tragen zur Entgiftung von reaktiven Sauerstoffmolekiilen bei (Larson, 1988). Die
Pflanze kann zudem durch UV-absorbierende Mycosporin-ghnliche Aminosau-
ren (MAAs) geschitzt werden. P. decipiens produziert verschiedene MAAs, vor
allem P-334, Palythin und Shinorin, und je nach Umweitbedingungen besitzt
diese Art immer bestimmte Basiskonzentrationen dieser Schutzpigmente
(Karentz et al., 1991; Post und Larkum, 1993; Hoyer et al., 2001). Es ist jedoch
nicht bekannt, wie schnell sie als Reaktion auf UV-Bestrahlung von P. decipiens
produziert werden kénnen. Ph. austrogeorgica hingegen besitzt keine MAAs,
und es war im Labor auch nicht méglich, die Synthese nachweisbarer Konzen-
trationen in dieser Art zu induzieren.

Uber UV-induzierte Schadigungen der Ultrastruktur pflanziicher Zellen gibt es in
der Literatur nur wenige und hauptséchlich nur auf Einzeller und héhere Pflan-
zen bezogene Hinweise. So wurden Erweiterungen des Thylakoidinnenraums,
Zerstérungen der &uBeren Chloroplasten-Doppelmembran sowie aus Thyla-
koidmembranen gebildete Vesikel beobachtet (Bornmann et al., 1983; Born-



mann et al., 1986; Brandle et al., 1977; Meindl und Litz, 1996; Liitz et al.,
1997). UV-induzierte Veranderungen an Membransystemen wurden von Mur-
phy (1983) zusammengefaBt. Neben den schon erwahnten strukturellen Schi-
digungen werden funktionelle, d.h. physiologische Effekte diskutiert. So wurden
depolarisierte Membranpotentiale mit zunehmendem Austritt von K*, Na* und
CI, inhibierte ATPasen sowie peroxidierte Lipide dokumentiert.

Die durch UV-Strahlung hervorgerufenen Effekte fliihren zu einem Absinken der
Photosyntheseaktivitat und letztendlich zu einer Verringerung der Biomasse-
produktion. Dies hat vermutlich dramatische Konsequenzen fiir die meisten
(")kosysteme, in denen die Primarproduzenten als Grundlage der jeweiligen
Nahrungsketten eine verminderte Produktivitat aufweisen oder im Extremfall
vollstandig ausfallen kénnen (Bothwell et al., 1994).

Die Effekte von UV-Strahlung auf Makroalgen sind kaum untersucht, obwohl
gerade diese Organismen in den Polargebieten einer erhdhten UV-B Strahlung
ausgesetzt werden. In Kiistenbereichen sind neben dem Phytoplankton auch
Makroalgen und Seegraser firr die Primarproduktion verantwortlich. Obwohl ihr
Lebensraum nur 0,6 % der Meeresoberflache ausmacht, tragen sie zu 5 % zur
globalen ozeanischen Primérproduktion bei (Smith, 1981). Sie bieten die Nah-
rungsgrundiage vieler Tierarten, dienen als Kinderstube zahlreicher Fischarten
und werden als Puffer gegen groBe Verénderungen der Nahrstoffkonzentratio-
nen in der Wassersaule und als Sedimentstabilisierer angesehen. Eine Erho-
hung des UV-B-Anteils in der Sonnenstrahlung kénnte zu Verénderungen in der
Tiefenzonierung von Makroalgen fiihren.

Viele der obengenannten UV-B-induzierten Schédigungen hoherer Pflanzen
treffen auch auf Makroalgen zu, wie z.B. Effekte auf den photosynthetischen
Prozess, den Stickstoff-Metabolismus, die DNA-Schéadigungen und reduziertes
Wachstum (Franklin und Forster, 1997; Bischof et al., 2002). An Phycodrys au-
strogeorgica wurde bisher die Dosisabhangigkeit UV-induzierter Photoinhibition
untersucht (Bischof et al., 1998). Post und Larkum dokumentierten die Bildung
von UV-absorbierenden Pigmenten und photosynthetische Eigenschaften von
Palmaria decipiens im antarktischen Jahresgang (Post und Larkum, 1993).
Dohler (1998) zeigte an dieser Art Pigmentveranderungen unter UV-Stress und
Hanelt et al. (1994) untersuchten an P. decipiens die photosynthetische Aktivi-
tat, Photoinhibition und Erholung der Photosynthese im Freiland in der Antark-
tis, allerdings ohne Differenzierung in Wirkungen von PAR und UV-Strahlung.

1.3  Fragestellung

Mit dieser Arbeit sollte untersucht werden, wie UV-Strahlung auf die Ultrastruk-
tur von Zellen, ihre Kompartimente, die Genexpression bestimmter photosyn-
thetischer Proteine und damit auf die Physiologie der Algenzelle wirkt. Dazu
wurde der Zusammenhang zwischen verringerter Photosyntheseaktivitat und
den strukturellen Anderungen des Photosyntheseapparats, der Membranen und
weiterer zellularer Kompartimente mit physiologischen, molekularbiologischen
und feinstrukturellen Methoden untersucht. Angewendet wurden dabei die
Transmissions-Elektronenmikroskopie (chemische sowie Cryofixierung und
Gefrierbruch) zur Ultrastrukturaufklarung, in vivo-Fluoreszenz-messung mit dem
PAM zur Photosynthesemessung, 77K-Fluoreszenz-Emmissions-spektroskopie,



photometrische Tests zu MDA- und Pigmentanalysen, Gaschromatographie zur
Fettsaurenbestimmung, Hochdruck-Flissigkeitschromatographie (HPLC) zur
MAA-Analyse und Northern Blotting mit Autoradioraphie zur Bestimmung von
Transkriptlevels photosynthetischer Proteine. Besonders im Bereich der Ultra-
struktur, Fettsaurenzusammensetzung und Genexpression liegen keine Litera-
turdaten von UV-induzierten Effekten bei Makroalgen vor. Die Untersuchungen
wurden auf die antarktische Rotalge Paimaria decipiens konzentriert, da Rotal-
gen deutlich starker auf UV-Stress reagieren als Braun- oder Grinalgen (Bi-
schof et al., 1998; Karsten et al., 2001). Dabei ist P. decipiens eine Art, die im
oberen Sublittoral wachst und somit der UV-Strahlung stérker ausgesetzt ist als
die in einigen Versuchen zu Vergleichzwecken ausgewahlte Phycodrys austro-
georgica, die im mittleren bis unteren Sublittoral nur mit geringen Bestrahlungs-
starken konfrontiert wird (Wiencke und Clayton, 2002).

10
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The effect of ultraviolet (UV) radiation on ultrastructure, variable fluorescence of photosystem II and con-
centrations of photosynthetic pigments in the endemic Antarctic Rhodophyta Palmaria decipiens was studied.
After 6 and 8 h of artificial UV-exposure a vesiculation of the chloroplast thylakoids and changes in the mem-
brane structure of mitochondria were observed, which disappeared after 12 h of UV treatment. A 60 % reduc-
tion of maximum quantum yield of photosynthesis (F,/F,) was obtained after 4 h of UV-A+B exposure,
which recovered up to 80 % after 8 h in darkness and 10 h of white light. Exclusion of UV-B led to a minor re-
duction of F /F, to 60 % in the first 4 h of irradiation. The concentration of chlorophyll a increased after 4 h of
UV exposure, whereas concentrations of phycoerythrin and phycocyanin decreased at the same time. After
12-16 h of UV exposure no significant changes compared to the control were detectable. These findings give
an insight into the fine structural and physiological changes during and after UV exposure, and indicate an ac-

climation of the alga to UV radiation.

Introduction

Since 1979, a marked depletion of the stratospheric
ozone layer over Antarctica has been observed dur-
ing the early Austral summer in September/October
which leads to increased ultraviolet-B (UV-B) radia-
tion at the Earth’s surface (Frederick and Sneli 1988,
Karentz 1994). Ultraviolet radiation has been found
to affect marine macroalgae in several ways, includ-
ing effects on photosynthesis, DNA lesions, nitrogen
metabolism and growth, as shown in numerous publi-
cations reviewed by Franklin and Forster (1997).
Whereas most macroalgal species from the lower
sublittoral are not able to acclimate to UV radiation
(Karsten ez al. 2001), a considerable acclimation po-
tential has been shown for a number of brown algae
(Bischof et al. 1998b, 1999) and green algae (Altami-
rano et al. 2000) from more shallow waters. The accli-
mation potential of red algae to UV radiation has
been studied in Devaleraea ramentacea (L.) Guiry
(Karsten et al. 1999) and in Palmaria palmara (L.) O.
Kuntze (Hanelt et al. 1997, Karsten and Wiencke
1999, Karsten et al. 2001). As Hanelt er al. (1997)
pointed out, P. palmata shows a clear response to the
different UV ranges, i.e. the UV-B wavelength range
is more effective than UV-A in causing photoinhibi-
tion. The Antarctic Palmaria decipiens (Reinsch)
Ricker is known to respond rapidly to changing light
conditions. During long term exposure to darkness
phycobilins are degraded and photosynthetic rates

are low (Weykam et al. 1997, Liider et al. 2001). Im-
mediately after re-exposure to light, however, the
alga exhibits a rapid increase in photosynthetic activ-
ity and pigment content, and after a few days the
photosynthetic apparatus is fully functioning again.

While the effects of UV radiation on the physiolo-
gy of algae are relatively well documented, only little
is known about the influence on the cellular fine
structure. Up to now, investigations of UV-induced
changes in the ultrastructure of plant cells have fo-
cussed on higher plants and microalgae, and so far no
data are available for macroalgae.

The objective of the present study was to investi-
gate changes in fine structure during exposure to ar-
tificial UV radiation. The results obtained were relat-
ed to data on photosynthetic performance and the
contents of photosynthetic pigments. In this way, new
insights will be given into the acclimation to UV radi-
ation by Palmaria decipiens.

Material and Methoeds
Plant material

Palmaria decipiens (Reinsch) Ricker was originally
isolated on King-George-Island (Antarctica) and
kept in stock-cultures in the Alfred Wegener Insti-
tute (Bremerhaven, Germany). Male gametophytes
raised from stock-cultures were cultivated at 5°C
and 20 pmol photons m-2 s-1 provided by daylight-
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fluorescent tubes (Osram L38/W19) under 18 h
light:6 h dark cycles. The cultures were aerated in
glass vessels filled with filtered sea water (0.2 pm
membrane filters, Sartorius Sartobran) which was
changed every 10 days. As medium we used Provasoli
E.S. (Stein 1973).

UV irradiation conditions

In the experimental treatment, samples were ex-
posed to artificial UV radiation supplied by UVA-
340 fluorescent tubes (Q-Panel, Cleveland, Ohio,
USA). Background photosynthetically active radia-
tion (PAR) emitted by additional daylight fluores-
cent tubes (Osram L58/W19) was adjusted to
16 umol photons m-2 s-L. Spectral irradiance condi-
tions within the experimental set-up were deter-
mined with a Spectro 320 D spectroradiometer (In-
stfrument Systems, Germany) (see Fig. 1). The
integrated irradiance of UV-B (280-315 nm) was
0.37 W m2, of UV-A (315-400 nm) 6.84 W m-2 and
of PAR (400-700 nm) 3.35 W m-2, Additionally, in
experiments with high levels of PAR (500 pmol pho-
tons m-2 s7!), a SO watt tungsten halogen spotlight
(Maxispot-T 50W, Osram, Germany) was used. Cut-
off filters (Schott, Germany) were used to exclude
UV-B radiation (WG 320) or UV-A+B radiation
(GG 400), respectively. Thalli were exposed to white
light (control) and to 4, 6, 8, 12 and 16 h of supple-
mentary UV-A+B.

Electron microscopy

For electron microscopy, samples of irradiated speci-
mens were cryofixed and freeze-substituted. Cryofix-
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Fig. 1. Spectral irradiance of the UV-range (280--400 nm)
and PAR (400~700 nm) emitted by the lamps and the effect
of the cut-off filters used in the experiments. PAR: GG 400,
PA (PAR + UV-A):WG 320, PAB (PAR + UV-A + UV-B);
WG 280, HAB (high PAR + UV-A + UV-B): WG 320 +
halogen spotlights.

ation was conducted in a high-pressure freezing ma-
chine (HPM 010, Balzers, Liechtenstein) as described
by Dahl and Staehelin (1989). Freeze-substitution
was performed in an automatic freeze-substitution
system (AFS, Reichert, Austria) using the protocol of
Steinbrecht and Miiller (1987) (fixation 1). Samples
were kept in water-free acetone with 0.5 % uranyl ac-
etate at —90°C for 50 h, raised from -90 °C to -60°C
over 2 h, held at —60°C in 2% osmium tetroxide in
dried acetone for 10 h, raised from -60 °C to -30°C
in dried acetone for 2 h, held at -30°Cfor 10 h and fi-
nally raised to room temperature. A parallel set of
samples was freeze-substituted in a medium de-
scribed by Kaeser (1989) (fixation 2): dimethoxypro-
pan (DMP):water free acetone (1:2 v/v) with 2% glu-
taraldehyde, 0.6% uranyl acetate dissolved in
methanol and 1.5 % osmium tetroxide. Samples were
kept in the medium at ~75°C for 72 h, raised from
-75°C to -60°C over 3 h, held at -60°C for 72 h,
raised from —60 °C to —30°C over 6 h, held at -30°C
for 24 h. Samples were washed in DMP:acetone (1:2
v/v) for 1 h and in water free acetone for 1 h and fi-
nally raised to room temperature. Samples were then
infiltrated gradually in Spurr’s low-viscosity resin
(Spurr 1969) and polymerised 7 days later at 70 °C.
Sections were cut on an ultramicrotome (ULTRA-
CUT E, Reichert, Austria) using a diamond knife,
collected on formvar-carbon coated copper grids and
stained with uranyl acetate and lead citrate after
Reynolds (1963). The samples were examined in an
electron microscope (EM 902, Zeiss, Germany) at 80
kV.

Chlorophyll fluorescence measureinents

Photosynthetic activity was determined by measur-
ing variable chlorophyll-fluorescence of PS II with a
PAM-2000 fluorometer (Walz, Germany). Maximum
quantum yield (F,/F) was measured as previously
described by Hanelt (1998). Specimens (n = 4) were
mounted at a distance of 3 mm from the end of a
fiberoptic probe of the fluorometer and exposed to
darkness in a cooled seawater cuvette at 5°C. After
application of a 5 s far-red pulse (30 pmol m-2 s-1 at
735 nm) to oxidise the electron transport chain be-
tween both photosystems, the samples were kept in
darkness for 5 min to exclude energy-dependent flu-
orescence quenching (qE) and quenching by state
transitions (gT). Minimal fluorescence (F;) was sub-
sequently measured with a pulsed red measuring
light (approx. 0.3 pmol m-? s~ at 650 nm). Maximal
fluorescence (F,) was determined during a short
pulse of saturating white light (0.6 s, ~ 9200 pmol m~2
s~1). The ratio of variable to maximal fluorescence
(F,/F,, where F, = F,-F,) was calculated. Samples
were measured before the start of the UV treatment
(initial), after 4,8,12 and 16 h of UV exposure and af-
ter a recovery period (8 h of subsequent darkness fol-
lowed by 10 h of white light treatment at 25 pmol
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photons m-2 s-1). The means of the measured values
of unstressed controls under UV-exclusion were nor-
malised to 100 %.

Pigment analysis

Chlorophyll a (chl a) was extracted for 5 days in N, V-
dimethylformamide (DMF) in darkness at 4°C
(n =5).The extinction of the DMF solution was meas-
ured at 664.5 nm in a UVPC 2040 spectrophotometer
(Shimadzu, Japan). The chl a content was calculated
using the formula: Chl a (mg/g FW) =12.7 E, 5 after
Inskeep and Bloom (1985). Biliproteins were extract-
edin0.1 M phosphate buffer (pH = 6.8) after grinding
the frozen algal material in liquid nitrogen and quartz
sand. The extracts were centrifuged at 15000 g for 20
min, and the supernatant was used for phycoerythrin
(PE) and phycocyanin (PC) determination. The con-
centrations were measured spectrophotometrically
according to Beer and Eshel (1985) by using the fol-
lowing formulae:

PE= ((A564_ A592) - (A455 ”A592) 0-20) 0.12
PC = ((Agig~ Agss) ~ (A592 ~Ags) 0.51) 0.15

The means of the measured values of unstressed con-
trols under UV-exclusion were normalised to 100%.

Data treatment

Mean values and and their standard deviations were
calculated from the different replicates per treat-
ment. Statistical significances of data with homoge-
neous variances were tested with a one-way model I
analysis of variance (ANOVA). All standardised data
were arcsine transformed before and groups were
compared using the Student-Newman-Keuls test
(Sokal and Rohlf 1995). Differences were considered
to be statistically significant if the p-value was < 0.05
(significance level of 5 %).

Results
Ultrastructure

The fine structure of cells from control algae (Figs 2
and 3) and from algae irradiated with UV-A+B radi-
ation for 4 h (Fig. 4) did not show any differences.
Chloroplasts showed the normal pattern of parallel
arranged thylakoids, with phycobilisomes attached to
the outside of the thylakoid membranes, as is cha-
racteristic of red algal species. The mitochondria
were normally rod shaped with tubular cristae (Figs 2
and 4).

After 6 and 8 h of UV radiation, pronounced
changes in the ultrastructure of chloroplasts
(Figs 5-7) and mitochondria (Fig. 8) were observed.
The thylakoids were disrupted, and appeared to be
connected with translucent vesicles of about 0.5 um

in diameter. Stroma and phycobilisomes can still
clearly be recognised inside the vesicles. These struc-
tural changes were predominantly present on the
side of the thallus exposed to the UV source, whereas
the shaded side was less affected. The cristae in the
mitochondria were swollen and appeared mostly as
sacculi (Fig. 8). After 12 h of UV treatment, these
changes disappeared and the fine structure of the
cells was similar to the control. Nuclei, Golgi bodies
and endoplasmatic reticulum (ER) did not show any
conspicuous structural change after UV radiation
treatment.

Chlorophyll fluorescence measurements

After 4 h of exposure to UV-A, photosynthetic effi-
ciency decreased significantly by 39% (p < 0.001),
while samples exposed to UV-A+B exhibited a sig-
nificant decrease of about 60% (p < 0.001) (Fig. 9).
Under high PAR plus UV-A+B, F,/F,, decreased sig-
nificantly to about 59 % compared to the control
(p <0.001),i. e. no further decrease was induced as a
result of high PAR irradiation. Similar results were
obtained after 8 and 12 h of exposure to the respec-
tive treatments. After 16 h, however, there was no dif-
ference in the reaction between exposure to PAR
plus UV-A and PAR plus UV-A + UV-B, while sup-
plemental high light reduced F,/F, to a much larger
degree (p < 0.001).

Within 18 h of darkness and white light, Palmaria
decipiens recovered from all UV treatments in a sim-
ilar way and reached 80 % of the untreated control.

Photosynthetic pigment contents

Throughout the experiment, no significant changes in
chl a concentrations were detected (Fig. 10). After4 h
of UV-A and high PAR plus UV-A+B radiation, chla
concentrations showed a tendency to increase. After
8 h of different UV treatments, however, the chl a
contents were similar in all samples.

Additional UV-B exposure causes primarily a de-
crease of the concentrations of both phycobilins
compared to the control and the exposure to UV-A
(Figs 11 and 12). Then, the pigment concentrations
increased after 8 h of irradiation and was statistically
similar to the control in the 12 and 16 h exposure.

Discussion

This is the first study showing UV effects on the ultra-
structure in macroalgae. The high pressure freezing
method for fixation with subsequent freeze-substitu-
tion allows the preservation of intact phycobilisomes,
a major advantage compared to conventional chemi-
cal fixation. Up till now, intact phycobilisomes at-
tached to the thylakoid membrane have been mainly
shown in cyanobacteria and unicellular red algae
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A

Figs 2-8. Effect of UV radiation on the fine structure of Palmaria decipiens.

Fig. 2. Fine structure from an UV-untreated specimen with typical chloroplasts and mitochondria (fixation 1). Fig. 3. Typi-
cal chloroplast fine structure in an UV-untreated individual (fixation 1). Arrowheads point to phycobilisomes. Fig. 4. Cell
fine structure in a specimen, irradiated for 4 h with UV-A+B showing the unchanged structure of chloroplasts and mito-
chondria (fixation 1). Fig. 5. Chloroplast of a specimen irradiated for 6 h with UV-A+B showing formation of ‘inside-out’
vesicles (arrow). Arrowhead points to a phycobilisome (fixation 2). Fig. 6. Cell of specimen irradiated for 8 h with UV-A+B
showing vesiculation of thylakoids (arrow; fixation 1). Fig. 7. Chloroplast of a specimen irradiated for 8 h with UV-A+B
showing strong vesicle formation (arrow) in the chloroplast (fixation 1). Fig. 8. Mitochondrion of a specimen irradiated for
8 h with UV-A+B with cristae enlarged to sacculi (arrowhead) (fixation 1). C = chloroplast, M = mitochondrion, N = nucle-
us,V = vacuole. Scale bars = 1 ym (Figs 2-7) or 0.5 ym (Fig. 8).

;- .
w %

z [l

Exposure time

Fig. 9. Influence of different radiation conditions on maximal quantum yield (F,/F ) of P. decipiens. Values are expressed
as percentage of the control. For abbreviations see Fig. 1.
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and Staehelin 1986, Kiss and Stachelin 1995). Howev-
er, cryofixation followed by freeze-substitution also
has its limitations, for example a reduced infiltration
of resin and poor membrane contrast (Babuka and
Pueschel 1998, Bourett ef al. 1999, Dubochet and Sar-
tori Blanc 2001).

For all parameters studied, Palmaria decipiens ex-
hibited an initial response after the UV treatment
which was reversible under prolonged exposure. This
might indicate the capability of the organism to accli-
mate to moderate fluences of UV radiation. Initially,
UV appears to induce changes in the ultrastructure
of chloroplasts and mitochondria, of chl a, phycobilin
concentrations and of photosynthetic efficiency.
However, these effects on ultrastructure, chl a and
phycobilin concentrations were reversible after pro-
longed UV irradiation. These findings suggest the ac-
tivation of a protective mechanism in response to
UV-induced damage of membrane structures and
function especially of the photosynthetic apparatus.

Various effects of UV radiation on the fine struc-
ture of chloroplasts of higher plants and microalgae
have been previously documented. In this study, the
most striking effect is the disruption of the thylakoids
and the formation of translucent ’inside-out’ vesicles
which are comparable with effects during senescence
of chloroplasts (Hurkman 1979, Huddk 1981, Biswal
and Biswal 1988). Similarly, Brandle er al. (1977)
found vesicles being formed from the thylakoids in
the stroma, together with completely disrupted outer
double membranes of the chloroplasts in Pisum
sativum L. seedlings exposed to UV-B-radiation.
Bornmann et al. (1983) and He et al. (1994) also re-
ported dilation of thylakoids and membrane degra-
dation after irradiation of Beta vulgaris L. and Pisum
sativum 1. leaves with supplementary UV-B radia-
tion. A disintegration of the grana and a loss of the
net-like arrangement was observed in UV-irradiated
cells of the unicellular green alga Micrasterias denti-
culata Breb. under abnormally high UV-B irradiances
(280-320 nm 9 W m-2, 320-400 nm 26.8 W m2)
(Meindl and Liitz 1996, Liitz et al. 1997). Further-
more, in these studies an abnormal UV-A:UV-B ra-
tio of 3:1 was applied, not equating to the natural ra-
tios observed in the field of about 20:1. The UV-B
irradiance applied in our study (0.37 W m~2) corre-
sponds more closely to the field condition observed
in Antarctica during summer (Hoyer ef al. 2001).

In all these studies of UV-effects on ultrastructure,
it has not been demonstrated that the inner surface
of the thylakoids becomes exposed to the stroma. In
untreated cells, the chloroplast intra-thylakoidal
space (lumen) is relatively small in relation to the
stroma while in the case of ‘inside-out’ vesicles, the
lumen seems to be strongly dilated. Furthermore, it
should be pointed out that the molecular structure of
the thylakoid membranes might not be changed. This
means, no proton gradient can be established and
consequently the light reactions may be impaired in

this part of the chloroplast. Depolarisation of the
membrane potential induced by UV, net leakage of
CI-, Na* and K* and differences in ATPase activity,
have previously been documented in cell (Doughty
and Hope 1973, Murphy 1983, Gallo et al. 1989) and
thylakoid membranes (Iwanzik et al 1983, Cliow
et al. 1992, Hideg and Vass 1996). As these changes in
ion-permeability of the thylakoid membranes take
place within a few hours of UV-B exposure, these re-
sults may be related to our findings of vesiculated
thylakoid membranes. Furthermore, it has been
found that UV radiation leads to a depletion of un-
saturated fatty acids in membranes by lipid peroxida-
tion and therefore decreases the unsaturated/saturat-
ed fatty acid ratio impairing membrane stability
(Kramer et al. 1991).

In higher plants, Lichtscheidl-Schultz (1985) and
Santos et al. (1993) have documented UV-induced
changes in the structure of mitochondria similar to
those observed in this study. These ultrastructural
changes may result in a disturbance of the ATP me-
tabolism (Vosjan et al. 1990).

It is well documented that photosystem II is ann im-
portant target of UV-B in higher plants and macroal-
gae (Post et al. 1992, Neale et al. 1993, Vass 1997). In
this experiment, photosynthetic efficiency of Pal-
maria decipiens is inhibited by the UV-A and UV-B
radiation conditions applied here, but the photosyn-
thetic apparatus might not be damaged, as the algae
can largely recover from UV stress. Moreover, UV-A
alone causes a less pronounced photoinhibition than
UV-A + UV-B, and additional high light treatment
plus UV-A + UV-B did not cause a stronger photoin-
hibition than under the respective low light condi-
tion. This indicates that Palmaria decipiens is well
adapted to high levels of PAR. Similar findings in
Palmaria palmata show that particularly UV-B was
effective in causing inhibition of photosynthesis and
that both shallow-water species are able to recover
from photoinhibition induced by moderate UV stress
(Hanelt et al. 1997, Karsten et al. 2001). It has already
been demonstrated that the degree of UV/light-in-
duced inhibition and recovery of photosynthesis cor-
relates with the depth distribution of different
macroalgal species (Larkum and Wood 1993, Mae-
gawa er al. 1993, Dring et al 1996, Hanelt 1998,
Bischof et al. 1998a).

The effects of UV radiation on the photosynthetic
pigments of Palmaria decipiens presented in this
study are similar to previous results from different
micro- (Buma er al. 1996, Dohler 1996) and macroal-
gae (Algarra and Niell 1990, Dohler et al. 1995, D6h-
ler 1998, Grobe and Murphy 1998, Bischof et al
2000). All of these results indicate an initial short-
term synthesis of chl 4 as a response to UV radiation
and a further acclimation to changing irradiation
conditions.

The phycobilins react differently compared to chl
a, as they show initial decreases under all UV radia-

18



Effects of UV radiation on the Antarctic red alga Palmaria decipiens

259

tion treatments. This indicates a short-term damaging
effect to the phycobilin pigments, before a de novo
synthesis starts. Furthermore, there was no disaggre-
gation of phycoerythrin monomers from phycobili-
somes until 16 h of UV treatment, as the effect of UV
radiation on phycocyanin is comparable to the effect
on phycoerythrin, because fluorescence emission
spectra at 77 K did not show any changes and the
PE:PC ratios were stable around 25:1 throughout the
experiment (data not shown). High light plus UV-
A+B has the same effect on the phycobilin concen-
trations as UV-A+B under low light conditions, indi-
cating that supplementary high light of 500 pmol
does not lead to a further degradation of phycoery-
thrin. Our results are in line with other studies on
UV-induced effects on phycobilins showing that
these pigments are damaged earlier than chl a
(Héder and Héder 1989, Cordi ef ai. 1997).

For marine macroalgae, two major strategies have
been described in response to UV exposure. One is
based on the activity of antioxidant enzymes. In Pal-
maria decipiens the activities of glutathione reduc-
tase and superoxide dismutase are increased by UV
radiation (Aguilera, personal communication). Pho-
tosynthesis may also be protected by UV sunscreen
pigments, such as mycosporine-like amino acids
(MAAs). This has been shown in Devaleraea ramen-
tacea (L.) Guiry, also a member of the Palmariales
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SUMMARY

The effect of ultraviolet (UV) radiation on the
ultrastructure of four red aigae, the endemic Antarctic
Palmaria decipiens (Reinsch) Ricker and Phycodrys
austrogeorgica Skottsberg, the Arctic-cold temperate
Palmaria palmata{Linnaeus) O. Kuntze and the cosmo-
politan Bangia atropurpurea (Roth) C. Agardh was
studied. All four species showed a formation of ‘inside-
out' vesicles from the chloroplast thylakoids upon
exposure to artificial UV-radiation. In P. decipiens,
most vesicles were developed after 8 h and in P. pa/mata,
after 48 h of UV exposure. In B. atropurpurea, vesi-
culation of thylakoids was observed after 72 h of UV
irradiation. In Ph. austrogeorgica, the chloroplast enve-
lope and thylakoid membranes were damaged and the
phycobilisomes became detached from the thylakoids
after 12 h of UV exposure. Ultraviolet-induced changes
in the membrane structure of mitochondria were
observed in P. decipiens and P. palmata. However, in
P. decipiens they were reversible as was the damage in
chloroplast fine structure after 12 h of UV treatment.
Protein crystals in Ph. austrogeorgica showed degrada-
tion after exposure to UV radiation. Different methods
of fixation and embedding macroalgal material are
discussed. These findings give insight into the fine
structural changes which occur during and after UV
exposure and indicate a relationship between the
species dependent sensitivity to UV-exposure and the
depth distribution of the different species.

Key words: macroalgae, protein crystals, Rhodophyta,
ultrastructure, UV radiation.

INTRODUCTION

Since 1979, a marked depletion of the stratospheric
ozone layer, especially over Antarctica, has been
observed during the early Austral summer leading to an
increase in ultraviolet-B (UV-B) radiation at the Earth’s
surface (Frederick and Snell 1988; Karentz 1994).
Although UV-B radiation is more strongly absorbed
than photosynthetically active radiation (PAR) even in
clear Antarctic waters, biologically relevant irradiances
of UV-B radiation may penetrate the water column to

23

10-30 m at depth (Karentz 1989; Hoyer ef al. 2001).
Therefore, increasing solar UV radiation may be harm-
ful, especially to polar and eulittoral species, which
become fully exposed to natural sunlight during low
tide (Holm-Hansen et al. 1993).

Ultraviolet radiation has been found to affect marine
macroalgae in several ways, inciuding effects on photo-
synthesis, DNA lesions, nitrogen metabolism and
growth, as shown in numerous publications reviewed
by Frankiin and Forster (1997) and Bischof et al.
(2002). Laboratory investigations have revealed multi-
ple molecular targets of UV radiation, including nucleic
acids (Harm 1980), photosynthetically retevant pro-
teins (Vass 1997) and membrane lipids {(Murphy
1983). The potentially most vuinerable lipids are those
with unsaturated fatty acids that can easily be peroxi-
dized by the action of oxygen radicals produced by UV
irradiation impairing membrane stability (Kramer et al.
1991).

While the effects of UV radiation on the physiology
of algae are relatively well documented, little is known
about the influence on the cellular fine structure. Apart
from a few investigations on higher plants and micro-
algae, there has only been one paper published dealing
with UV-induced changes in the ultrastructure of the
Antarctic red alga Palmaria decipiens (Reinsch) Ricker
(Poppe et al. 2002). The results obtained by Poppe
et al. (2002) are discussed more broadly in the present
study and compared with studies of three other species.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Species used in this experiment are listed in Table 1.
After collection, the isolates were kept in stock cultures
at the Alfred Wegener Institute (Bremerhaven, Germany).
Experimental individuals were raised from stock cul-
tures at 5°C under various light conditions summarized
in Table 2. Photosynthetically active radiation (PAR)
was provided by daylight-fluorescent tubes (Osram
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Table 1. lnvestigated species and respective vertical distribution
Species Class Collecting location Zonation {reference)

Palmaria decipiens (Reinsch) Ricker Florideophyceae

Palmaria palmata (Linnaeus) 0. Kuntze  Florideophyceae
Phycodrys austrogeorgica Skottsberg Florideophyceae

Bangia atropurpurea (Roth) C. Agarcdh Bangiophyceae

King-George-isiand
(Antarctica)
Roscoff (France)

King-George-Isiand
(Antarctica)
Disko-island (Greenland)

upper/middie littoral (Wiencke and Clayton
2002)

littoral down to 20 m (Bird and McLachlan
1992)

tittoral down to 43 m (Wiencke and Clayton
2002)

upper littoral down to 8 m (Bird and
McLachlan 1992)

Table 2. Exposure conditions

Species Preculture and recovery light UV exposure (h) PAR exposure after
conditions (umol photons m2s1) UY exposure (h)

Palmaria decipiens 25 23 24

Palmaria palmata 25 48 48

Phycodrys austrogeorgica 10 12 24

Bangia atropurpurea 40 96 48

.58/W19, Osram, Berlin, Germany) under 18 h: 6 h
light : dark cycles. The cultures were aerated in glass
beakers filled with filtered sea water (0.2 um mem-
brane filters, Sartorius Sartobran, Germany) which was
changed every 10 days. The medium was enriched with
nutrients after Provasoli as described in Stein (1973).

UV irradiation conditions

In the experimental treatment, samples were exposed
to artificial UV radiation supplied by UVA-340 fluores-
cent tubes (Q-Panel, Cleveland, USA). Background
PAR emitted by additional daylight fluorescent tubes
(Osram L58/W19) was adjusted to the respective
irradiance in the precuitures (see Table 2). Spectral
irradiance conditions within the experimental set-ups
using different UV irradiances were determined with a
Spectro 320 D spectroradiometer (Instrument Systems,
Munich, Germany) (see Fig. 1). The integrated irradi-
ances of PAR (400-700 nm), UV-A (320-400 nm)
and UV-B (280-320 nm) are summarized in Fig. 1.
After the UV treatments, the algae were transferred
again to the respective preculture conditions to induce
recovery (see Table 2).

Electron microscopy

Samples were cryofixed by use of a high-pressure
freezing machine (HPM 010, Balzers, Liechtenstein)
as described by Dahl and Staehelin (1989). Freeze-
substitution was performed in an automatic freeze-
substitution system (AFS, Reichert, Austria) using two
different substitution protocols. In fixation 1, a mixture of
dimethoxypropan (DMP) : water free acetone (1 : 2 viv)
with 2% glutaraidehyde (from a 70% stock solution),

24

0.254
TE 0.24
(TE integrated irradiance (W m™2)
£ 0.15 set-up 1 set-up 2
= PAR 4.66 3.12
~ UV-A 8.14 6.24
g 01 UV-B 085 0.60
3
3 0051 | ‘
Y e
0+ =
28! 380 480 580 680
Wavelength (nm)
Fig. 1. Spectral irradiance of the UV-range (280-400 nm) and

PAR (400-700 nm) emitted by the lamps used in the experi-
), set-up 1; (- ), set-up 2.

ments. {

0.6% urany! acetate (from a 10% stock seiution in
water-free methanol) and 1.5% osmium tetroxide was
used as described by Kaeser (1989). Samples were
kept in the medium at ~75°C for 72 h, warmed from
-75°C to -60°C over 3 h, held at ~60°C for 72 h,
warmed from —60°C to —30°C over 6 h, held at -30°C
for 24 h. Samples were then washed in DMP : acetone
(1:2 vl for 1 h and in water-free acetone for 1 h and
finally warmed to room temperature. In fixation 2, a
parallel set of samples was freeze-substituted accord-
ing to the protocol of Steinbrecht and Miller (1987).
Samples were kept in water-free acetone with 0.5%
uranyl acetate at —90°C for 50 h, warmed from -90°C
to -60°C over 2 h, held at —-60°C in 2% osmium
tetroxide in dried acetone for 10 h, warmed from
-60°C to ~30°C in dried acetone for 2 h, held at -30°C
for 10 h and finally warmed to room temperature.
Samples were then infiltrated gradually in Araldite
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Figs 2-8. Effect of ultraviolet (UV) radiation on the fine structure of P. decipiens. Scale bars = 1 um. 2. Fine structure from an
UV-untreated specimen with typical chioroplasts and mitochondria (fixation 2). 3. Typical chloroplast fine structure in a UY-untreated
individual (fixation 2). Arrowhead points to a phycobilisome. 4. Chloroplast fine structure in a specimen irradiated with UV for 2 h (set-
up 2), showing dilated thyiakoids (arrow). Arrowhead points to a phycobilisome. 5. Chloroplast fine structure in a specimen irradiated with
UV for 4 h (set-up 2), showing dilated thylakoids (arrow). 6. Chloroplast of a specimen irradiated with UV for 6 h (set-up 1) showing
formation of ‘inside-out’ vesicles (arrow) (fixation 1). 7. Chioroplast of a specimen irradiated with UV for 23 h (set-up 2) showing dis-
organized thylakoid formation (fixation 2). 8. Mitochondrion of a specimen irradiated with UV for 8 h (set-up 2), with cristae enlarged to
sacculi {arrowhead) (fixation 2). C, Chloroplast; M, Mitochondrion; N, Nucleus; V, Vacuole.

(fixation 1) (Plano, Germany) or in Spurr’s low-viscosity pronounced. Figure 5 shows a chloroplast with highly
resin (fixation 2) (Spurr 1969) (Plano, Germany) and dilated thylakoids. Chloroplasts with vesicle-like
polymerized 7 days later at 70°C. Sections were cut on appearances were found very rarely. After 6-8 h of UV
an ultramicrotome (ULTRACUT E, Reichert, Austria) radiation, pronounced changes in the ultrastructure of
using a diamond knife, collected on formvar-carbon chloroplasts were observed (Fig. 6). The chloroplast
coated copper grids and stained with uranyl acetate thylakoids were disrupted and appeared to be con-
and Reynolds’ lead citrate (Reynolds 1963). The nected with vesicles of up to 0.5 pum in diameter.
samples were examined in an electron microscope (EM Stroma and phycobilisomes can still clearly be recog-
902, Zeiss, Germany) at 80 kV. nized inside the vesicles. These structural changes

were predominantly present on the side of the thallus
exposed to the UV source, whereas the shaded side was

RESULTS less affected. After 12-23 h of UV exposure, these
. - changes disappeared. No additional vesicles were
Palmaria decipiens observed and the phycobilisomes were attached to the
UV-untreated cells showed the typical fine structure of protoplasmic surface of the thylakoids. However, the
florideophyceaen cells. The chloroplasts in particulat, thylakoids exhibited an irregular shape (Fig. 7).
exhibited the normal pattern of parallel thylakoids and The mitochondria of UV-untreated individuals
phycobilisomes attached to the outside of the thylakoid exhibited a tubuli-type structure (Fig. 2). After 4 h of
membranes (Figs 2,3). In cells from algae irradiated UV exposure however, the tubuli were swollen and
with UV-A + B radiation for 2 h, chloroplast thylakoids appeared mostly as sacculi (Fig. 8). These changes
appeared dilated (Fig. 4). Moreover, vesicle-like for- disappeared after 23 h of UV irradiation. Nuclei, Golgi
mations at the margin of chloroplasts were observed. bodies and endoplasmic reticulum (ER) did not show
After 4 h of UV radiation, these changes were more any conspicuous structural changes upon UV exposure.
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Figs 9-13. Effect of ultraviolet {UV) radiation on the fine structure of P. palmata. Scale bars = 1 um. 9. Typical chioroplast fine struc-
ture in a UV-untreated individual (fixation 1). 10. Chloroplast of a specimen irradiated with UV for 2 h (set-up 1}, showing vesiculation
of thylakoids (arrow) {fixation 1). 11. Part of a chioroplast from a specimen irradiated with UV for 24 h (set-up 1), showing tubular-like
structures formed out of thylakoids {arrow). 12, Chloroplast of a specimen irradiated with UV for 48 h {set-up 1) and subsequent 48 h
of low PAR, showing vesiculation of thylakoids (arrow) and highiy expanded intrathylakoidal spaces {fixation 1). 13. Mitochondrion of a
specimen irradiated with UV for 48 h (set-up 1), with cristae enlarged to sacculi {arrowhead) (fixation 1).

Palmaria palmata pattern of thylakoid arrangement could be observed
and after 12 h of exposure, there was a visible break-
down of the chloroplast membrane structures. Specifi-
cally, phycobilisomes became detached from the
thylakoid membranes, and the thylakoids and chloro-
plast envelope disintegrated (Fig. 16). After 24 h of
exposure to white light for recovery, the chloroplasts
still appeared damaged (data not shown).

Ph. austrogeorgica shows a variety of crystalline,
electron-dense inclusions in the cytopiasm. One type
consists of a crystalline substructure with no visible
surrounding membrane (Fig. 20). After 4 h of UV expo-
sure, these inclusions had a lamellar structure with
discontinuities in the crystal matrix (Fig. 21). After 12 h
of UV radiation there was a [oosening of the lameffar
substructure at the periphery of the crystal, as well as
internal fracturing (Fig. 22). After re-exposure to PAR,
the crystal became further degraded (Fig. 23). Another
type of inclusion in the Ph. austrogeorgica cytoplasm is
characterized by a highly electron-dense material with
no visible crystatline substructure (Fig. 24). Under UV
exposure, the crystals with a diameter of ¢. 2 um break
up into several smatler crystals with iess electron-dense
material around the dark areas (Fig. 25).

The fine structure of cells from UV-untreated individu-
als from P. palmata resembled that of P. decipiens
with typical chloroplasts (Fig. 9) and rod-shaped mito-
chondria with tubular cristae. The first changes in the
structure of chloroplasts were detectable after 2 h of
UV exposure. Chioroplasts showed a vesiculation of
thylakoids (Fig. 10). After 6 h of UV radiation, the
vesiculation of the thylakoids increased; vesicles or
tubular structures were regularly organized. These
changes persisted until 24 h of UV exposure (Fig. 11).
After 48 h of UV exposure, these vesicles grew in size
and the electron translucent intrathylakoidal space
expanded. Under subsequent exposure to white light
for another 48 h this tendency was even more strongly
pronounced (Fig. 12).

Mitochondria of UV-untreated cells exhibited a tubuli-
type structure (data not shown). After 2 h of UV exposure,
they appeared to be swolien and the inner mitochon-
drial membrane was organized in sacculi. These changes
are still detectable after 48 h of UV radiation and even
after 48 h of exposure to white light only (Fig. 13).

Phycodrys austrogeorgica

Chloroplasts from UV-untreated individuals from Ph.

austrogeorgica show the fine structure characteristic Bangia atropurpurea

for the Florideophyceae with a high number of chioro- Control specimen from B. atropurpurea showed the
plasts. The chloroplasts are well preserved with the typical stellate-shaped chloroplast characteristic for
normal pattern of thylakoids arranged in parallel and the Bangiophyceae with thylakoids organized in paral-
phycobilisomes attached to the thylakoid membranes lel and a central pyrenoid (Fig. 17). After 72 h of UV
(Fig. 14). After 2-7 h of UV exposure, some chloroplasts exposuUre, this pattern changed into vesicle-like appear-
showed dilated thylakoids (Fig. 15). A vesiculation of ances adjacent to the pyrenoid (Fig. 18) and tubularly
thylakoids with stroma and phycobilisomes inside was arranged thylakoids (Fig. 19). In severe cases, these
detectable occasionally in samples irradiated for 6 h structures grew in size and vesicles of 0.5 um in

with UV. After 8 h of UV radiation, a disorganized diameter were formed (Fig. 18).
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Figs 14-16. Effect of ultraviolet (UV) radiation on the fine structure of Ph. austrogeorgica. Scale bars = 1 um. 14, Typical chloroplast

fine structure in a UV-untreated individual (fixation 2). Arrowhead points to a phycobilisome.
imen, irradiated with UV for 4 h (set-up 2), showing dilated thylakoids (arrow) (fixation 2).

15. Fine structure of a chloroplast in a spec-
16. Chioroplasts from a specimen irradiated

with UV for 12 h (set-up 2}, showing detached phycobilisomes and a damaged chioroplast envelope {fixation 2).

Figs 17-19. Effect of uitraviolet {UV) radiation on the fine structure of B. atropurpurea. Scale bars = 1 um, 17. Chioroplast fine structure

in a UV-untreated individual (fixation 1).
out of thylakoids adjacent to the pyrenoid (arrow) (fixation 1).
ing tubuiar thylakoids (arrow) (fixation 1).

DISCUSSION

Methodological considerations

The present study showed that cryofixation followed by
freeze-substitution is a reliable method to preserve
cellular fine structure and phycobilisomes in particular,
in red macroalgae. The high pressure freezing method
for fixation of subcellular structures with subsequent
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18. Chloroplast in a specimen irradiated with UV for 72 h (set-up 1), showing vesicles formed
19, Chloroplast in a specimen irradiated with UV for 72 h {set-up 1}, show-

freeze-substitution represents the best method to show
intact phycobilisomes in red macroalgae, which is a
major advantage compared to conventional chemical
fixation. Up to now, intact phycobilisomes attached to
the thylakoid membrane have been mainly shown in
cyanobacteria and unicellular red algae (Gantt and
Conti 1967; Van Eykelenburg 1979; Mdrschel and
Rhiel 1987; Lange et al. 1990), they have not been
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Figs 20-25. Effect of UV radiation on protein crystals of Ph. austrogeorgica. Scale bars = 1 um or as indicated. 20. Protein crystal in
an untreated individual showing periodicity of the crystal {fixation 2). Scale bar = 0.5 pm. 21. Protein crystal in a specimen irradiated
with UV for 4 h (set-up 2), showing a lameliar substructure and discontinuities in the crystal matrix (arrow) (fixation 2). 22. Protein crystal
in a specimen irradiated with UV for 12 h (set-up 2), showing loosening of the lamelfar substructure on the edge of the crystal (arrowhead)
and a break-up of the whole structure (arrow) (fixation 2). 23. Protein crystal in a specimen irradiated with UV for 12 h (set-up 2} and
subsequent recovery in precutture white light conditions for 24 h, showing further degradation of the whole crystal (fixation 2). 24, Protein
crystals in a UV-untreated specimen characterized by a highly electron-dense material with no visible crystalline substructure
(fixation 1).  25. Protein crystals in a specimen irradiated with UV for 6 h (set-up 1), showing severai electron-dense subcrystals in a matrix
of more electron-transparent material (fixation 1).

shown well in macroalgae (Waaland etal. 1974; the chioroplasts. The formation of ‘inside-out’ vesicles
Pueschel and van der Meer 1984; Rascio et al. 1991; from the thylakoid membrane occurred in alt four
Foltran etal. 1996; Talarico 1996; Tsekos etfal. species examined and therefore may appear as a
1996). in only one other study have the phycobili- general rule for red algal chloroplasts. Moreover, in the
somes in the Antarctic red alga Palmaria decipiens extremely sensitive Ph. austrogeorgica protein crystals
been well preserved by the use of cryofixation, as in the appear corroded under UV radiation indicating either
present study (Poppe et al. 2002). Chemical fixation damage or remobhilization of the stored protein for
depends on the infiltration time of the fixative, there- repair processes.

fore cryofixed hiological samples show the native state From this study, it appears that the chloroplasts are
rather than chemically fixed ones. In many cells, the sensitive to UV radiation in red algae. Disruption of
best preparation for the preservation of cellular ultra- thylakoids and the formation of transiucent ‘inside-out’
structure is high pressure freezing (Gilkey and Staehelin vesicles with phycobilisomes inside have been previ-
1986; Kiss and Staehelin 1995). However, cryofixation ously documented in Pal/maria decipiens by Poppe
followed by freeze-substitution also has its limitations, et al. (2002). Similar vesicles were observed in the
for example a reduced infiitration of resin and poor pea Pisum sativum L. (higher plant) and are thought to
membrane contrast (Babuka and Pueschel 1998). In be formed from thylakoids after exposure to UV-B-
the present study, the problems of poor membrane radiation (Brandle et al. 1977). Complete disruption of
contrast in cryofixed specimen is evident, although this the outer double membranes of the chloroplasts was
feature appears to be resin-dependent. Chloroplasts of also documented. A general dilation of thylakoids after
specimens embedded in Araldite (fixation 1) show a irradiation of Beta vulgaris L. (higher plant) leaves with
good preservation of phycobilisomes but low membrane low UV-B irradiances (290-320 nm, 94.6 mW m-?)
contrast, while chloroplasts of specimens embedded in was reported by Bornmann etal. (1983). However,
Spurr's resin (fixation 2) or Epon 802 (data not shown) ‘inside-out’ vesicles were not reported in this species. A
show a slightly better membrane contrast. disintegration of the grana and a loss of the net-like

arrangement was observed in UV-irradiated celis of the
unicellular green alga Micrasterias denticulata Breb.

UV effects on ultrastructure under unnaturally high UV-B irradiances (UV-B 9 W/
The most striking effect of UV radiation on the fine m2, UV-A 26.8 W/m2) (Meindl and Lutz 1996; Litz
structure of red algae in this study is the disruption of et al. 1997). It should, however, be mentioned that in
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the Micrasterias studies a non-natural UV-A:UV-B ratio
of 3:1 was applied, which differs significantly from
the natural ratios observed in the field of about 20 : 1.
The UV-B irradiance applied in the present study
(0.6 W/m2) corresponds more closely to the field condi-
tions observed in Antarctica during summer (Hoyer
et al. 2001).

The fine structural changes shown in the present
study, especially the formation of the ‘inside-out'
vesicles may have functional implications. Physiologi-
cally, it would be difficult to establish a proton gradient
across the thylakoid membrane and consequently,
photosynthetic reactions will be impaired. Other
reported UV-induced changes include depolarization of
the membrane potential, net leakage of Cl-, Na* and K+
and differences in ATPase activity in cell membranes
(Doughty and Hope 1973; Murphy 1983; Gallo et al.
1989) and in thylakoid membranes (iwanzik et al.
1983; Chow et al. 1992; Hideg and Vass 1996). These
changes in ion-permeability of the thylakoid membranes
take place within a few hours of UV-B exposure, and
should therefore be taken into account when consider-
ing the resuits of the present study. Furthermore, it has
been found that UV radiation leads to a depletion of
unsaturated fatty acids in membranes through lipid
peroxidation, therefore decreasing the unsaturated/
saturated fatty acid ratio and impairing membrane
stability (Kramer ef al. 1991). In the worst cases, whole
chloroplasts are disrupted as shown in the present
study of Ph. austrogeorgica. This high level of damage
reflects the extreme sensitivity of the chloroplasts of
this sublittoral species, fitting well with studies on
photosynthetic performance after UV exposure in the
same species (Bischof etal 1998). In contrast to
P. decipiens, maximum quantum yield in Ph. austro-
georgica is not able to recover in 24 h white light after
exposure to 12 h of UV stress (data not shown). The
extreme UV sensitivity of this species may be related to
the fact that Ph. austrogeorgica has no capability for
biosynthesis of sun-screens such as mycosporine-like
amino acids (MAA) (Hoyer et al. 2001) which have
been shown to be important as UV-absorbing com-
pounds in red algae (Karentz et al. 1991). Under the
low UV levels in the sublittoral, this species is able to
survive and reproduce. However, if UV levels increase,
this study suggests that the survival of this species at
these depths is not possible.

Ph. austrogeorgica is regarded as the species most
sensitive to UV radiation in the present study. The other
three species, all growing in more exposed habitats,
react to UV radiation with strong vesiculation in the
chloroplasts. However, they are less sensitive to UV
radiation than Ph. austrogeorgica and do not show a
total breakdown of chloroplast fine structure or a leakage
of phycobilisomes. One reason for the difference in
sensitivity may be the high concentrations of MAA in both
Palmaria species (Karsten et al. 1998; Karsten and

29

17

Wiencke 1999; Hoyer et al. 2001) and the even higher
MAA concentration in Bangia atropurpurea (Karsten and
West 2000).

The reformation of an almost normal thylakoid
structure as shown in P. decipiens seems to indicate
an acclimation process to UV radiation. This interpreta-
tion is supported by the fact that after 16 h of UV
treatment, maximum quantum yield was restored when
P. decipiens was cultivated for 24 h in white light
(Poppe et al. 2002). In P. palmata however, thylakoid
vesicles did not disappear after 48 h UV exposure,
indicating that this species has a higher sensitivity to
UV radiation. However, in comparison with the deep-
water species Ph. austrogeorgica, P. palmata is still
more resistant to UV as there was no detachment of
phycobilisomes seen in Palmaria species from shallow
waters.

Ultraviolet-induced changes in the structure of mito-
chondria similar to those observed in P. decipiens and
P. palmata in the present study (changes from tubuli to
sacculi type structure), have also been documented in
higher plants (Lichtscheidl-Schultz 1985; Santos et al.
1993). Physiologically, these findings may have func-
tional implications, although Aguilera et al. (1999)
showed a low sensitivity of respiration to UV radiation
in various species including Palmaria palmata.

Another fine structural aspect shown here is the
sensitivity of protein crystals to UV radiation. Protein
crystals are protein storage pools which are mobilized
under nitrogen limitations (Pueschel 1992). The
present study shows for the first time that two types of
protein crystals in Ph. austrogeorgica are either
damaged by UV radiation, or that the protein is
remobilized and used for repair processes. Proteins are
known to be strong absorbers of UV-B radiation
(Karentz 1994) and an increased protein degradation
followed by resynthesis in order to replace UV-B
sensitive proteins could thus be expected during UV-B
exposure (Cullen and Neale 1994). Repair-mechanisms
for UV-B induced damage of membranes or electron
transport components demand increased enzymatic
activity with higher nitrogen requirements. For exam-
ple, photosynthetically refevant proteins like ribulose-
1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase {(Rubisco) or
D1 protein show an increased turnover under UV
exposure, leading to a decrease in photosynthetic
activity (Aro etal. 1993; Bornmann and Teramura
1993; Strid et al. 1994). Moreover, it has been shown
that UV-B can directly affect the nitrogen uptake
system in phytoplankton and leads to decreased uptake
rates of ammonium and nitrate (Déhler 1992; Behren-
feld et al. 1995). Therefore, one function of protein
crystals may be the storage of nitrogen and this may
provide a buffer against the limiting factor of a UV-
induced nitrogen deficit.

The present study on ultrastructural changes con-
firms the correlation between the species dependent
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sensitivity towards UV-exposure and the respective
vertical distribution of species on shore. Further ozone
depletion and the related increase in UV radiation on
the Earth's surface is regarded as a threat to macro-
algae growing in the deeper sublittoral, as these
species lack protection from harmful UV radiation.
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Abstract

This is the first publication on the effects of UV radiation on the regulation of
photosynthesis in macroalgae. Transcription of D1 protein of PS Il and Rubisco
in the red alga Palmaria decipiens was investigated with Northern experiments.
The chloroplast-encoded psbA and rbcl RNA transcript levels have been
determined in samples exposed to moderate UV-B irradiance (0.54 W m?) in a
daily time series and to higher UV-B irradiance (0.97 W m™) over the course of
11 days. Transcript levels of psbA were higher, compared to the white light
control in the beginning, and at the end of the daily course. RbcL transcripts
were only enhanced after 1 and 2 hours with levels below the white light control
from 4 to 16 hours of exposure. In the long-term experiment, psbA showed an
initial drop in the transcript level, followed by a rise of up to 400 % of the control
after 11 days of UV exposure. In the first 3 days of this experiment, rbclL
transcripts were reduced to levels below the control, followed by an increase to
180 % of the control level. These results suggest that UV radiation effects a
transcriptional regulation of photosynthesis in Palmaria decipiens.

Key words: gene expression, psbA, rbcl, Palmaria decipiens, Rhodophyta, UV
radiation

34



Introduction

Since 1979, marked depletions of the stratospheric ozone layer (especially over
Antarctica) have been observed during early Austral summer leading to a
temporary increase in ultraviolet-B radiation at the Earth’s surface (Frederick &
Snell, 1988; Karentz, 1994). Although UV-B radiation (UVBR) is more strongly
absorbed as photosynthetically active radiation (PAR), even in clear Antarctic
waters, biologically relevant irradiances of UVBR penetrate into the water
column down to 10 - 30 m depth (Karentz, 1989; Hoyer et al., 2001). Therefore,
an increase in solar UVBR can harm polar and especially eulittoral species
when exposed to natural sunlight during low tide (Holm-Hansen ef al., 1993).
Laboratory investigations have revealed that UVBR has multiple molecular
targets, including membrane lipids (Murphy, 1983), photosynthetically relevant
proteins (Vass, 1997) and nucleic acids (Harm, 1980). Thus, it affects the algal
photosynthetic process and nitrogen metabolism, causes DNA [esions and
finally reduces growth, as reviewed by Franklin & Forster (1997) and Bischof et
al. (2001). Additionally, UVBR causes clear effects in algal uitrastructure,
especially in chioroplasts and mitochondria (Poppe et al., 2002). Recent studies
on UV effects in higher plants demonstrated that some of the observed changes
may be based on changes in expression of genes encoding key photosynthetic
proteins. Transcripts encoding photosynthesis-related proteins were
significantly reduced by UVBR (Strid et al., 1994; Jordan, 1996; A.-H.-
Mackerness & Jordan, 1999). These authors demonstrated that reactive oxygen
species are a component in the signal transduction pathway leading to the
down-regulation of gene expression in response to UVBR. In contrast,
cyanobacteria react to moderate doses of UVBR with increased levels of psbA
transcripts encoding the D1 reaction centre subunit of photosystem i (PS I;
Campbell gt al., 1998; Maté et al., 1998). During irradiation, the D1 protein turns
over rapidly and is replaced by newly synthesized polypeptides in the so-called
PS il repair cycle (Barber et al., 1997). Under environmental stress, the repair
cycle itself can be impaired, so that degradation and loss of D1 protein exceeds
the rate of replacement (Aro et al., 1993). This net loss of functional D1 leads to
a drop in PS |l function and therefore contributes to photoinhibition, a high light-
caused drop in the quantum yield of photosynthesis. Although photoinhibition of
photosynthesis in macroalgae under UV stress has been well demonstrated, no
study has yet focussed on gene expression.

In this study, the two important RNA transcript levels of photosynthesis, psbA of
the chloroplast-encoded D1 protein of the PS il reaction centre complex and
rbcl of the chloroplast-encoded ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase large
subunit (Rubisco), the key enzyme of carbon dioxide fixation were investigated.
The red Antarctic macroaiga Palmaria decipiens was subjected to moderate UV
irradiances in a time series during one day comparable to normal conditions in
Antarctica, and in a long-term experiment with higher UV irradiances over
several days simulating extreme conditions of stratospheric ozone depletion at
middays in austral summer.
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Materials and Methods
Plant material

Palmaria decipjens (Reinsch) Ricker was originally isolated on King-George-
Island (Antarctica) and kept in stock-cultures in the Alfred Wegener Institute
(Bremerhaven, Germany). Maie gametophytes raised from stock-cultures were
cultivated at 5 °C and 20 ymol photons m’ s provided by daylight-fluorescent
tubes (Osram L58/W19) under a 18 h light:6 h dark cycle. The cultures were
aerated in glass vessels filled with nutrient enriched Provasoli E.S. medium
(Stein, 1973) filtered sea water (0.2 ym membrane filters, Sartorius Sartobran)
which was changed every 10 days.

UV irradiation conditions and general experimental set-up

In the experimental treatment, samples were exposed to artificial UV radiation
supplied by UVA-340 fluorescent tubes (Q-Panel, USA). Photosynthetically
active radiation (PAR) was supplied by daylight fluorescent tubes (Osram
L58/W19). Spectral irradiance of the experimental set-up was measured with a
Spectro 320 D spectroradiometer (Instrument Systems, Germany) (Fig. 1). The
irradiances integrated over different wavebands are summarized in Table 1. A
cut-off filter GG 400 (Schott, Germany) was used to exclude UV-A+B radiation
in the control experiment. In experiment 1, thaili were exposed to 1, 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14 and 16 h of white light (control) followed by 3 h of darkness and for
the same intervals with supplementary UV-A+B. In experiment 2, thalli were
exposedto 1,8 and 16 h, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 10 and 11 days of white light (control)
and supplementary UV-A+B under a 18 h light:6 h dark cycle. Samples from 2
to 11 days were taken at the end of the respective exposure periods. Each
sample was collected from five plants, randomly chosen, and pooled, frozen in
liquid nitrogen and stored at —80 °C for further investigations. RNA was isolated
from thalli grown with/without UVR supplemented to PAR during a time series of
one day (low UV) and during a long-time experiment of 11 days (high UV).
Aliguots of total RNA were subjected to northern blot anaiysis with either psbA
or rbcl. gene sequences, respectively (see below).

Purification of total RNA

Samples (ca. 0.4 g fresh weight) were homogenized by grinding in liquid
nitrogen with quartz sand. The homogenates were dissolved in peqGOLD
RNAPure (peglab, Germany). The phase separation was carried out with
chloroform (12000 g, 60 min) and the aqueous phase was then mixed with
isopropanol and centrifuged at 12000 g for 30 min. The RNA pellets were
washed twice in 70 % ethanol, dried and resuspended in peqgGOLD OptiPure
(peglab, Germany) followed by 0.5 % SDS (pH 7) and chloroform. After
centrifugation at 3000 g, the aqueous phase was mixed with isopropanol/0.2 M
sodium acetate (pH 5). The precipitated RNA was quantified with the
BiOPhotometer (Eppendorf, Germany). Absorbances were measured at 230,
260, 280 and 320 nm.
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Electrophoresis, Northern blotting and hybridization

RNA was separated on 1.5 % agarose-formaldehyde gels containing 18 % (v/v)
formaldehyde and transferred to a positively charged nylon membrane
(Boehringer, Germany) by capillary blotting. Following transfer, the RNA was
crosslinked to the nylon membrane by 90 s UV irradiation. The filters were
prehybridized for 2 h and then hybridized for 16 h at 40 °C with fragments of the
psbA and rbcl. cDNA which had been digoxigenin-labelled before. Washing of
nylon filters was carried out twice for 5 min at room temperature in 0.5 x SSC
containing 0.1 % SDS and twice for 15 min at 60 °C in in 0.1 x SSC containing
0.1 % SDS. Autoradiographies of the filters were carried out with Hyperfilm MP
(Amersham, UK). The degree of hybridization to each psbA and rbcl transcript
was determined directly from the filters by using a GS-700 Imaging
Densitometer (Bio-Rad, Germany) and quantified relatively to the amount of
ethidiumbromid-stained 28S RNA in the agarose-formaldehyde gel by using a
Fluor-S Muilti Imager (Bic-Rad, Germany). Values are given as percentage
transcripts from UV-treated samples compared the to the transcripts from the
respective control samples. Values are calculated from the means of three
Northern blots.

DNA sequences

DNA was extracted by grinding P. decipiens (200 mg) in liquid nitrogen with
quartz sand using 3 % CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) following
the procedure of Doyle and Doyle (1990). Extracted DNA was analyzed and
quantified with the BIOPhotometer (Eppendorf, Hamburg, Germany) at 230,
260, 280, and 320 nm and its integrity was tested on a 1 % agarose gel.
Amplification procedure was performed using polymerase chain reaction (PCR).
In order to amplify the specific DNA-molecules, a Mastercycler gradient
(Eppendorf, Hamburg, Germany) was used. For the amplification of the
Photosystem |l core 32 kDa protein degenerate primers were used (PsbA
forward: 5'-GT(AGCT) GA(CT) AT(CT) GA(CT) GG(AGCT) AT-3', PsbA
reverse: 5'-TG(AG) TT(GG) AA(AG) TT(AG) AA(AGCT) CC(AG) TT-3') and for
Rubisco LSU primers (Rbcl forward: 5-TAA CAG CTT GTG ATC TAT ATA
GAG C-3°, Rbcl reverse: 5-ACA TTT GCT GTT GGA GTC TC-3Y) were
designed and used according to the Palmaria palmata Rubisco LSU sequence
(PPU28421). The PCR reaction mix contained 1 ul of DNA (100 ng), 85 i of
water, 10 pl 10 x Tag DNA polymerase buffer (Perkin Elmer/Applied
Biosystems, Weiterstadt, Germany), 1 yi 10 mM dNTPs (Hybaid/Interactiva,
Heidelberg, Germany), 1 pl forward primer (100 pmol/ul), 1 pl reverse primer
(100 pmol/ut) and 1 pi Tag DNA polymerase (Perkin Eimer/Applied Biosystems,
Weiterstadt, Germany). Amplification was performed with an initial denaturation
of 94 °C for 2 min. During the following 35 cycles the denaturation temperature
was 94 °C for 30 s, annealing temperature was held for 30 s at 54 °C, and the
elongation temperature was 72 °C for 60 s. Finally, elongation was performed at
72 °C for 4 min. The amplicons were 943 and 684 bp long for psbA and rbcL,
respectively. The resulting bands of the PCR products were cut out of the
agarose gel and purified with DNA purification Kit Easy Pure (Biozym, Hessisch
Oldendorf, Germany). Thereafter, PCR products were cloned with a TOPO XL
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PCR Cloning Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA). Ten clones of each cloning
approach were picked randomly and the plasmids were purified using Miniprep
Plasmid DNA Purification Kit (QIAGEN, Hilden, Germany). The Plasmids were
analyzed through restriction digestion at 37 °C over night with following enzyme
mix containing 1 unit per enzyme: Hindlil, Sstl, EcoRI, Pstl, EcoRV, Xhol and
Xbal (Gibco-BRL/Life-Technology, Karlsruhe, Germany). Clones belonging to
different restriction patterns were sent out for sequencing. The resulting
sequences psbA (AJ431702) and rbcL (AJ431701) were proofed using BLAST
search and showed 99 % homology to Palmaria palmata for psbA (PPU28165)
and 96 % for rbcl (PPU28421), respectively. The plasmids containing psbA or
rbcl were chosen as templates to generate digoxigenin (DIG) labled probes.
Therefore, the PCR Dig Probe Synthesis Kit (Roche, Mannheim, Germany) was
applied following the instruction of the manufacturers and M13 primers from the
beforementioned cloning kit were used with the PCR conditions described
above.

Resulits

Autoradiographs of Northern-blot analysis of total RNA at four times of the one
day exposure are shown in Fig. 2. Under white light control conditions (PAR),
mMRNA franscripts for psbA remained constant until 10 hours of exposure and
then declined to a minimum level after 16 hours of exposure. With UV exposure,
psbA transcripts even increased after 16 hours and remain high also in the
dark. Transcript levels of rbcl under PAR followed a similar pattern as for psbA.
Under UV stress, however, rbcl shows a minimum of the transcript level after
10 hours of exposure. The standardised means of 3 measurements presenting
the total kinetics with samples taken every two hours are shown in Fig. 3,
presenting the change in the transcript levels during one day. After one and two
hours of exposure to low UV irradiance, the psbA transcripts increase to about
200 % compared to the control without UV. Thereafter, transcript levels declined
to approximate the control levels, whereas after 14 and 16 hours of UV
treatment, psbA levels increased to about 215 and 320 % of the confrol,
respectively. After a subsequent 3 hours period of darkness, psbA levels
declined again to 155 % of the control. The rbcL transcripts also showed an
increase to 324 % after the first hour of UV treatment. In the subsequent time
course, rbcl transcripts declined to levels below the control, whereas both
levels were similar to the control after 16 hours of UV treatment and 3 hours of
darkness, respectively.

Autoradiographs of four timepoints during the long-term experiment with high
UV irradiance are shown in Fig. 4. Under white light conditions, psbA transcripts
are maximal after 3 days (72 hours) of exposure, followed by a deciine, while
under UV exposure transcript levels increased constantly until the end of the
experiment. Transcripts for rbcl show a different pattern, and declined until 7
days of white light and showed a maximum at the end of the experiment. Under
UV exposure however, transcript levels of rbglL were constantly at a low level
unti 7 days (168 hours) but with a maximum at the end. The standardised
means of the long-term experiment as percentage of the respective controls are
shown in Fig. 5. In the beginning of the experiment, both psbA and rbcL
transcripts were reduced to about 70 % of the white light control. Thereafter,
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psbA transcript levels increased to about 140 % and rose from 8 days (192
hours) even further to more than 400 % by the end. In contrast, up until 3 days
of UV treatment, rbcl transcripts show transcript levels less than 100 % and
increased to about 150 % with exception of the 10" day, above the 100 %
control level.

Both of the time series samples were measured after 1, 8 and 16 hours of UV
treatment so that a comparison between the different UV-irradiances was
possible (Fig 6 and 7). After 1 and 8 hours of low UV treatment psbA transcript
levels were 191 respectively 168 % of the control, whereas they increased to
320 % after 16 hours. In the high UV treatment, however, psbA showed at first a
decline to 66 %, followed by a rise to about 150 % after 8 and 16 hours of UV
exposure. Transcript levels of rbcL show a different pattern. After 1 hour of low
UV treatment, the level increased at first to more than 300 % of the control and
fall to 71 % and 123 % after 8 and 16 hours of treatment, respectively. In the
high UV treatment, rbcL transcripts fall to 72 % after 1 hour and further to 50 %
after 8 and 16 hours of UV exposure.

Discussion

To our knowledge, this is the first study of the effect of UV radiation on gene
expression of chloroplast proteins in macroalgae. The results show different
reaction patterns of the two transcripts to UV exposure. Initially, under low UV
radiation levels there is a temporary increase of both psbA and rbcl transcripts.
Differences in gene expression are detectable after 8 hours of exposure, with
psbA transcript levels significantly higher than the rbcl transcript levels (see
Fig. 3). The specific molecular mechanisms which may be involved in the
differences in transcript levels (i.e. transcription rate, RNA stability, translation,
etc.) cannot be deduced from the present study. However, a rapid increase of
transcripts in the first hour of UV exposure may indicate an increased
requirement of D1 protein and Rubisco after the dark period. Such diurnal
fluctuations in photosynthetic gene expression have also been reported in light-
dark cycles for cyanobacteria and higher plants (Piechulla & Gruissem, 1987;
Colon-Lopez & Sherman, 1998; Reddy et al., 2000). Furthermore, short-term
changes in light conditions, i.e. changes from low to high light are known to
result in significant increases of psbA transcription and mRNA stability
{Constant et al., 1997; Chen et al., 1999). After a long period of high light stress,
there is an inverse correlation between psbA transcription and psbA mRNA
stability, as the transcription rate decreases. This was also observed under dark
conditions (Mohamed & Jansson, 1991).

The turn-over rate of the D1 protein is about two orders of magnitude greater
than any other protein within the chloroplast (Mattoo et _al., 1984). As UV-B
exposure enhances both the rate of synthesis and degradation of the D1
polypeptide (Greenberg et al., 1989), it is likely that psbA transcripts increase
after 14 and 16 hours of UVR in order to increase D1 protein synthesis, which
then replaces damaged D1 in PS H reaction centres. Moreover, the mRNA
transcript for the psbA gene is very stable under UV-B exposure (Strid et al.,
1994). Consequently, the results of the low UV-experiment lead to the
suggestion, that after 14 and 16 hours of UV exposure the regulation of the D1
protein may also occur at the transcription level. In Pisum sativum (Jordan et
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al., 1991; A.-H.-Mackerness et al., 1997; A.-H.-Mackerness et al., 1998; A.-H.-
Mackerness et al., 1999) and Arabidopsis thaliana (Jordan et al., 1998; John et
al., 2001), psbA transcripts are reported to be reduced by UVBR, whereas in
cyanobacteria, similar conditions lead to an increase in psbA transcript levels
(Campbell et al., 1998; Maté et al., 1998). Moreover, Maté et al. (1998) found
an increase in turn-over rates of the D1 and D2 reaction centre subunits of PS 1l
under UV exposure, thus, replacing damaged protein by newly synthesized
polypeptides.

In P._decipiens after 8 hours of low UV exposure, rbclL transcript levels are
significantly lower than those of psbA, and are reduced as compared to the
control. This may be due to either no need for synthesis of new Rubisco, or
alternatively UV-induced damage to DNA and the transcriptional apparatus, or a
specific response to UVR at the level of the RNA stability. Rubisco seems to be
one of the important targets of UVR as its quantity and activity decrease under
UV exposure (Bischof et al,, 2000). After 16 hours of UV exposure, the level
was approximately the same as in the contro!, suggesting possible acclimation
mechanisms. This could be accomplished by the production of UV-absorbing
compounds {mycosporine-like amino acids, MAA) in red algae (Karentz et al.,
1991; Post & Larkum, 1993; Hoyer et al., 2001). P. decipiens is capable of
producing MAAs after 8 hours at similar UV exposure (data not shown). After 3
hours in darkness, the rbcL transcripts were still on the same level, whereas
psbA transcripts drop back down to the control level. This may reflect the high
turn-over rate of the D1 protein in contrast to the slower Rubisco turn-over and
suggests that the control loop is still functioning. Although we performed no
study on Rubisco concentration or activity, these parameters are known to
decline under UV radiation in the Rhodophyta Palmaria palmata as well as
Pisum sativum (Jordan et al., 1992; Bischof et al., 2002). These studies were
able to show that the decrease in Rubisco polypeptides is relatively slow
compared to the more rapid decrease in rbclL transcripts, suggesting an effect
upon transcription of the genome. This would agree with our findings, that rbcL
transcripts are reduced after 8 hours of low UV exposure.

In the long-term high UV-experiment, differences between psbA and rbclL
transcript levels are detectable up until 72 hours and then again after 192 hours
of UV exposure. Compared to control levels, psbA transcripts are always higher
than rbcl transcripts. After 8 hours of UVR, psbA ievels are higher than control
levels throughout the experiment leading to the suggestion of an enhanced
production of D1 to cope with impaired PS |l reaction centres with the result of a
transcriptional regulation. Transcript levels of rbcl, however, are lower than
control levels until 96 hours of UV exposure, possibly as a consequence of an
impaired transcriptional apparatus, UV-damaged mRNA or no need of Rubisco
due to impaired photosynthesis. Later on, the levels increased and were similar
to control levels, indicating acclimation or activation of repair mechanisms. Like
psbA, rbel transcripts are reported to decrease under supplementary UVBR in
higher plants, although to a higher degree (Jordan et al., 1992; A.-H.-
Mackerness gt al., 1997; Jordan et al., 1998; A.-H.-Mackerness et al., 1999).
This is comparable to our studies in the first hours of UV radiation, where rbcL
transcripts rise and later decrease to lower values than the control. Moreover, in
the long-term experiment, plants showed a decrease in phycobilin pigments
from the fourth day of UV treatment whereas chlorophyll a concentrations did
not change throughout the experiment (data not shown).
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Comparing low and high irradiances after 1, 8 and 16 hours of exposure,
transcript levels of psbA show significant differences after 1 and 16 hours,
where high UVR causes clearly lower transcript levels. Already after 1 hour of
high UVR, a decrease in psbA transcripts were measured, compared to the
control. In case of rbel, all transcript ievels were reduced significantly at high
UV compared to the control. in conclusion, these results show that the psbA
transcript level does react more directly to UV exposure as the rbel level. The
greater increase of the psbA transcripts during prolonged and higher UV
exposure indicates the necessity to repair damaged reaction centers. However,
Rubisco might also be affected, so that a change of the transcription rate is
necessary. However, these processes can be overlayed if the transcription and
translation processes are itself affected by UV radiation.
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Table1: Irradiances applied in both experiments

Fig. 1: Spectral irradiance of the UV range (280-400 nm) and PAR (400-700
nm) emitted by the lamps used in the experiments.

Fig. 2: Autoradiographs of Northern-blot analysis of total RNA from P. decipiens
in the daily course. The RNA was isolated from control plants (PAR) or those
exposed to supplementary UV-A+B radiation (UV) for up to 16 hours and
another 3 hours in darkness.

Fig. 3: Quantitative changes in psbA and rbcL transcripts in the daily course.
Northern blots, probed with ¢cDNA probes, were quantified by using a GS-700
Imaging Densitometer (Bio-Rad, Germany) and quantified relative to the
amount of ethidiumbromid-stained 285 RNA in the agarose-formaldehyde gel
by using a Fluor-S Multi Imager (Bio-Rad, Germany). Values are presented as
percentage transcripts from UV-treated plants as compared to transcripts from
respective control plants, which are represented by the black 100 % line. Values
are calculated from results of three Northern blots.

Fig. 4: Autoradiographs of Northern-blot analysis of total RNA from P. decipiens
in the long-term experiment. The RNA was isolated from control plants (PAR) or
those exposed to supplementary UV-A+B radiation (UV) for up to 11 days (264
hours).

Fig. 5. Quantitative changes in psbA and rbclL transcripts in the long-term
experiment. Northern blots, probed with cDNA probes, were quantified by using
a GS-700 Imaging Densitometer (Bio-Rad, Germany) and quantified relative to
the amount of ethidiumbromid-stained 28S RNA in the agarose-formaldehyde
gel by using a Fluor-S Multi imager (Bio-Rad, Germany). Values are presented
as percentage transcripts from UV-treated plants as compared to transcripts
from respective control plants, which are represented by the bilack 100 % line.
Values are calculated from results of three Northern blots.

Fig. 6: Quantification of psbA transcripts under low and high UV doses. Values
are presented as percentage transcripts from UV-treated plants as compared to
transcripts from respective control piants, which are represented by the black
100 % line. Values are calculated from results of three Northern blots.

Fig. 7: Quantification of rbcl transcripts under low and high UV doses. Values
are presented as percentage transcripts from UV-treated plants as compared to
transcripts from respective control plants, which are represented by the black
100 % line. Values are calculated from results of three Northern blots.
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Table 1.

UV-B(Wm?2) UV-AMWm?2 PAR (W m?)
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3 Material und Methoden

3.1  Pflanzenmaterial

Als Pflanzenmaterial dienten Algen aus der Kulturensammiung des Alfred-
Wegener-Instituts (Bremerhaven). Tetrasporen von Palmaria decipiens
(Reinsch) Ricker wurden auf King George Island (Antarktis) isoliert und als
Stammkultur im Alfred-Wegener-institut gehaltert (Kultur-Nr. 2042). Aus dieser
Stammkultur wurden bei 5°C und 25 pymol Photonen m? s ménnliche Game-
tophyten herangezogen. Phycodrys austrogeorgica Skottsberg wurde urspring-
lich ebenfalls auf King George Island (Antarktis) isoliert und als Stammkultur im
Alfred-Wegener-Institut gehéltert (Kultur-Nr. 2127). Aus der Stammkultur wur-
den bei 5°C und 10 pymol Photonen m? s Gametophyten angezogen. Als
Lichtquelle dienten Tageslicht-Fluoreszenzréhren (Osram L.58/W19) mit einem
Licht:Dunkel-Rhythmus von 18:6 h. Die Messung der Strahlungsintensitaten
erfolgte mit dem Li-189 Quantameter (Li-Cor, Lincoln, USA) und dem dazuge-
hérigen cos-Sensor. Die Algen wurden in gefiltertem Nordseewasser (0.2 ym
Membranfilter, Sartorius Sartobran) kultiviert und durchgehend bellftet. Das
Medium wurde nach Provasoli mit Néhrstoften angereichert (Stein, 1973) und
wdchentlich gewechselt.

Palmaria decipiens gehort zur Klasse der Florideophyceae und zur Ordnung der
Palmariales. Diese, in der Antarktis endemische Art ist zirkumpolar verbreitet
und wachst bevorzugt im oberen Sublitoral, jedoch auch bis in Tiefen von 15-40
m (Ricker, 1987; Zielinski, 1990; Lamb und Zimmermann, 1998; Wiencke und
Clayton, 2002). Sie kann zudem in Bereichen des Eulitorals vorkommen, dort
jedoch nur in geschiitzten Gezeitentimpeln bzw. in Felsspalten (Kldser et al.,
1996). Phycodrys austrogeorgica gehdrt ebenfalls zur Klasse der Florideophy-
ceae, ist aber der Ordnung der Ceramiales zugeordnet. Die Art wachst vom
oberen Sublitoral bis in Tiefen von 43 m, in geringen Tiefen aber bevorzugt im
Unterwuchs (Wiencke und Clayton, 2002). Rotalgen wurden ausgewéhlt, da sie
meistens deutlich stérker auf UV-Stress reagieren als Braun- oder Grinalgen.
Dabei ist P. decipiens im oberen Sublittoral héherer UV-Strahlung ausgesetzt
als Ph. austrogeorgica, die im mittleren bis unteren Sublittoral nur mit geringen
Bestrahlungsstarken konfrontiert wird.

3.2 UV-und PAR-Bestrahlung

Neben den WeiBlichi-Fluoreszenzréhren wurden zur Erzeugung der UV-
Strahlung Fluoreszenzréhren des Typs UVA-340 (Q-Panel, Cleveland, USA)
verwendet. Deren Emissionsspektrum unterhalb von 340 nm ist dem der Sonne
sehr ahnlich. Das Spektrum der verwendeten Réhren wurde mit dem Spektro-
radiometer Spectro 320 D (Instrument Systems, Mlinchen) gemessen (Publika-
tion 1, Abb. 1; Publikation 2, Abb. 1; Publikation 3, Tabelle 1 und Abb. 1). Da in
den Versuchen Starklichteffekte vermieden werden sollten, wurden keine zu-
satzlichen WeiBlichtquellen verwendet, so daB das Spektrum nur eine hohe
Intensitat im UV-Bereich zeigt, wahrend die Bestrahlungsstérke im PAR-Bereich
verhaltnismaBig niedrig war (16 — 25 ymol Photonen m® s™ bei P. decipiens und
10 ymol Photonen m® s™ bei Ph. austrogeorgica). Eine Ausnahme sind die Ar-
beiten in Publikation 1, in denen zusatzlich der Starklichteffekt (500 ymol Pho-
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tonen m? s, Maxispot-T 50W, Osram, Deutschland) auf die Photosyntheseak-
tivitat und Pigmentkonzentrationen von P. decipiens untersucht wurde.

3.3 Elektronenmikroskopie

Um Algenmaterial fir die Elektronenmikroskopie zu préparieren, mussen die
einzeinen Schritte ausreichend optimiert werden. Zunéchst unterscheidet man
zwischen einer konventioneilen chemischen Fixierung und der Hochdruck-
Cryofixierung mit anschlieBender Gefriersubstitution. Bei der chemischen Fixie-
rung hangt die Qualitat der Ergebnisse u. a. von der Infiltrationszeit der chemi-
schen Fixanten und der Beschaffenheit des zu fixierenden Gewebes ab. Hier
stellen vor allem die Zeliwande der Rotalgen ein Problem dar. In dieser Arbeit
wurden mehrere Varianten der chemischen Fixierung ausprobiert. Als Fixanten
wurden 6 % Glutaraldehyd (GA, Vorfixierung) (Plano, Wetzlar) und 1 % Osmi-
umtetroxid (OsO,, Nachfixierung) (Plano, Wetzlar) jeweils in 0,1 M Natrium-
Cacodylat-Puffer (pH 6,9; angesetzt in bidest. H,O oder Seewasser) (Plano,
Wetzlar) gelGst, verwendet. Fixierungszeiten waren bei Glutaraldehyd 2 bis 31
h, bei Osmiumtetroxid 1 h. Zwischen der Vor- und Nachfixierung wurden die
Proben in obigem Puffer flr 4 bis 26 h mit viermaligem Mediumwechsel, nach
der Sekundarfixierung im gleichen Puffer flir bis zu 19 h mit dreimaligem Medi-
umwechsel gewaschen. Die nachfolgende Entwasserung erfolgte entweder mit
Ethanol (Merck, Darmstadt) oder Aceton (Merck, Darmstadt) in 10miniitigen 3
%-Schritten. Als letzte, volistdndige Entwésserung wurde bei der Ethanol-
Entwésserung Propylenoxid (Merck, Darmstadt), bei der Aceton-Entwasserung
mittels Molekularsieb (0,5 nm; Merck, Darmstadt) getrocknetes Aceton einge-
setzt. Daraufhin wurden die mit Ethanol/Propylenoxid entwasserten Proben mit
Araldit (Plano, Wetzlar) infiltriert, indem Gber 24 Stunden bei geschlossenem
Deckel tropfenweise Araldit zugegeben wurde, bis das Verhaltnis Propylen-
oxid:Araldit 1:1 war. Danach wurden die Deckel der ProbengefaBe gedfinet, so
daf} das L&sungsmittel verdampfen konnte und so graduell eine Harzkonzen-
tration von 100 % hergestellt wurde. Die Proben verblieben bei taglichem
Wechsel weitere 3 Tage in jeweils frisch angesetztem Araldit und wurden dar-
aufhin fir 2 Tage bei 50°C auspolymerisiert. Die mit Aceton entwésserten Pro-
ben wurden mit Spurr’'s Medium (Spurr, 1969) (Plano, Wetzlar) infiltriert, wobei
die Harzkonzentration taglich um 10 % erhéht wurde. Zuletzt blieben die Proben
fir 4 Tage in 100 % Spurr und wurden far 8 h bei 70°C ausgehaértet.

Eine verbesserte Methode, um die Ultrastruktur von Rotalgen darzustellen,
bietet die Cryofixierung mit anschlieBender Gefriersubstitution. Dabei wurde das
Hochdruck-Gefriergerat HPM 010 (Balzers, Liechtenstein) verwendet. Durch die
Ausnutzung des Hochdruckeffektes lassen sich Proben bis zu einer Dicke von
0,5 mm ohne Zugabe von Gefrierschutzmitteln einfrieren, so daB mdglichst
feinkdrniges (mikrokristallines) bzw. amorphes Eis erzeugt wird (Moor, 1987;
Dahl und Staehelin, 1989; Studer et al., 1989). Ziel des Einfrierens der biologi-
schen Proben mit dem Hochdruck-Gefriergerat ist es, in den wassrigen Zellen
nur mikrokristallines oder sogar amorphes Eis zu erzeugen und sie so im vitrifi-
zierten Zustand optimal zu fixieren. Im EinfrierprozeB dirfen keine hexagonalen
Makroeiskristalle erzeugt werden, die die Strukturen zerstéren wirden. Die da-
flr notwendigen Einfrierraten dirfen dabei unter atmospharischen Druckver-
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haltnissen von 1 bar nicht kleiner als 10000°C/s sein (Moor, 1987). Bei einem
Druck von 2100 bar wird der Gefrierpunkt des Wassers jedoch von 0 auf -22°C
erniedrigt. Gleichzeitig wird der Beginn homogener Nukleation (Unterkihlbar-
keit) des Wassers, welcher unter Normalbedingungen bei -40°C liegt, durch den
hohen Druck auf -90°C gesenkt (Bachmann und Mayer, 1987) und das Wasser
kristallisiert nicht zu ,Eis I mit geringer Dichte, sondern es bildet sich ,Eis Il und
11 mit sehr hohen Dichten (Franks, 1982). Aufgrund der somit 1500 mal hdhe-
ren Viskositat des Wassers wird die Keimbildungs- und die Kristallwachstums-
rate stark reduziert, und die extrem hohen Einfrierraten von mindestens
10000°C/s sind unter diesen Bedingungen unnétig.

Das zurechtgeschnittene Praparat (max. 3 mm @ und 2 ym Dicke) wird zum
Hochdruckgefrieren zwischen zwei Tragerplattchen aus Aluminium (Balzers,
Liechtenstein) eingeschlossen. Zur Vermeidung von Lufteinschilissen und zum
optimalen Transfer von Druck und Kalte werden Licken mit 1-Hexadecen (Flu-
ka Chemie AG, Buchs, Schweiz) ausgefullt, einem hydrophoben Paraffindl mit
geringer Viskositat und Oberflachenspannung (Studer et al., 1989). Nach einer
Zeitverzdgerung von 15 ms wird fllssiger Stickstoff (LN,) unter einem Druck
von ca. 2100 bar auf die Oberfiachen des ,Praparatsandwiches” geschossen.
Diese Abkihlung des ,Sandwiches” auf —150°C wird vom Gerét kontroiliert, und
der Temperatur- und Druckverlauf kann fur jeden Einfriervorgang mit einem
Schreiber ausgedruckt werden (Abb. 1). Der Transfer in einen bereitstehenden
LN,-Behalter dauert nicht langer als 2-3 s, wobei die Praparattemperatur unter -
140°C bleibt (Moor, 1987). Das ,Praparatsandwich” wird dem Préparathalter in
LN, entnommen und kann in einem LN,-Lager-Dewar aufbewahrt werden.

MEMORY ZcmvS/DW,,,( 20ms FL7 trisi-97-08-11 :La:oel:agg Abb. 1: Druck- und Tem-
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Nach erfolgreicher Cryofixierung erfolgt die Gefriersubstitution, in der das Was-
ser durch ein Losungsmittel (wahlweise mit Fixantien) ersetzt wird. Zu dieser
Entwasserung der Proben wurde das ,Automatische System zur Gefriersubsti-
tution (AFS) von Reichert (Wien, Osterreich) benutzt. Entscheidend ist, daB zu
keinem Zeitpunkt Eiskristalle entstehen, die Zellstrukturen zerstéren kénnten.
Die AFS erlaubt dem Benutzer durch Stickstoftkiihlung die Kontrolle einer be-
stimmten Temperatur und eines definierten Temperaturanstiegs. Zudem hélt sie
die Proben fern von atmospharischer Luftfeuchtigkeit. Als Substitutionsmedium
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wurden zwei Varianten verwendet. Das Medium nach Kaeser (Kaeser, 1989;
Kaeser et al., 1989) bestand aus Dimethoxypropan (DMP, sauer; Merck, Darm-
stadt):Aceton (getrocknet) (1:2 v/v) mit 2 % Glutaraidehyd (in bidest. H,O ge-
iost), 0,59 % Uranylacetat (in Methanol gelést) (Merck, Darmstadt) und 1,5 %
Osmiumtetroxid. Nach Lin et al. (1977) reagiert DMP chemisch mit Wasser und
produziert Aceton und Methanol. So kann der Probe ohne Trocknung Wasser
entzogen werden. Die lbrigen Komponenten fungieren nach der Substitution
als zusatzliche chemische Fixanten. Glutaraldehyd lagert sich durch ,cross-
linking" an freie Aminogruppen (Proteine) an, reagiert jedoch ungenigend mit
Lipiden und Nukleinsauren, Osmiumtetroxid immobilisiert und kontrastiert unge-
séattigte Lipide und andere Moleklle mit Doppelbindungen, reagiert aber unbe-
deutend mit Proteinen, Nukleinséuren sowie geséttigten Lipiden und Uranyla-
cetat fixiert und kontrastiert Nukleinsauren (Nag!, 1981; Bullock, 1984). Ein
Nachteil von DMP ist, daB es bereits bei -48°C gefriert, in Anwesenheit seiner
Reaktionsprodukte Aceton und Methanol! sinkt der Gefrierpunkt aber auf -85°C
ab. Um eine Rekristallisierung von Wasser zu vermeiden, muB3 also ohne DMP
bei mindestens -80°C substituiert werden (Steinbrecht und Mdatiler, 1987). Bei
der Verwendung mit DMP wurden die Praparate dem frisch angesetzten Sub-
stitutionsmedium bei -75°C zugegeben. Die Proben verblieben flr 72 h im Sub-
stitutionsmedium. Mediumwechsel erfolgte nach 24 sowie 60 h. Mit einer stiind-
lichen Temperaturzunahme von 5°C wurde danach eine Temperatur von -60°C
erreicht, die fUr weitere 72 h gehalten wurde. Es folgte eine weitere Tempera-
turerhéhung von stindlich 5°C auf -30°C. Die Proben verblieben fir 24 h bei
dieser Temperatur. Nach Abschiuss des Substitutionsprogramms wurden die
Proben mehrfach bei -30°C gespult, 3 x 20 min mit DMP:Aceton (1:2, v/v) und 3
x 20 min mit reinem Aceton (getrocknet). Danach wurde die Temperatut inner-
halb von 10 h bis auf Raumtemperatur erhéht. Parralel wurde eine zweite Sub-
stitutionsmethode in Anlehnung an Steinbrecht und Mdller (Steinbrecht und
Mtller, 1987) verwendet. Die Proben verblieben dabei bei taglichem Medium-
wechsel flr 50 Stunden bei —90°C in getrocknetem Aceton mit 0,5 % Uranyla-
cetat mit folgendem zweistlindigem Temperaturanstieg auf —60°C. Danach
wurde dem Medium mit 2 % Osmiumtetroxid angereichert. 10 Stunden spéater
wurde die Temperatur innerhalb von 2 Stunden auf —30°C erhoht, die Proben
wurden wieder in getrocknetes Aceton mit 0,5 % Uranylacetat gegeben und die
Temperatur konnte langsam auf Raumtemperatur gesteigert werden.

Die mit dem Medium nach Kaeser substituierten Proben wurden daraufhin mit
Araldit infiltriert und eingebettet. Aufgrund des so erreichten geringen Mem-
brankontrast, wurde bei dem Substitionsprotokoll ohne DMP eine Einbettung in
Spurr’s Medium vorgezogen.

Die mit einem Ultramikrotom (ULTRACUT E, Reichert, Ostereich) angefertigten
Ultradtnnschnitte wurden mit gesattigter Uranylacetatidsung (2% in Methanol
geldst) und Bleicitrat (hergestellt aus Bleinitrat und Natriumcitrat; Merck, Darm-
stadt) kontrastiert und im Elektronenmikroskop EM 902 (Zeiss, Deutschiand)
untersucht.

Um die Dichte und GrdBe intramembranarer Membranpartikel auf den Thyla-

koidbruchfldchen zu bestimmen, sollten Gefrierbruchuntersuchungen an P. de-
cipiens durchgefiihrt werden. Nach erfolgreicher Cryofixierung und den durch-
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geflihrten Gefrierbrlichen bei —150°C (Bedampfung der Briiche mit Platin und
Kohlenstoff) wurden die Replikas bei Raumtemperatur zunéchst in Chlorbleich-
lauge gereinigt (Natrium-Hypochlorid; 5 min bei 30 %, 5 min bei 60 % und 24 h
bei 100 %) (Merck, Darmstadt), daraufhin in bidest. H,O gewéssert und zuletzt
in Chromschwefelsaure endgereinigt (5 min bei 3 %, 5 min bei 6 % und 24 h bei
10 %) (Merck, Darmstadt).

3.4 Malondialdehyd-Bestimmung

Die Bestimmung des AusmaBes der Peroxidation von Lipiden erfolgte anhand
der Konzentrationsbestimmung von Malondialdehyd (MDA), einem Produkt der
Lipidperoxidation. Diese Methode basiert auf der Reaktion von MDA mit Thio-
barbiturséure (TBA), wobei ein Molekil MDA mit zwei Molekiilen TBA reagiert
(Heath und Packer, 1968). Das Produkt ist eine pinkfarbene Losung mit einem
Absorptionsmaximum bei 532 nm. Thalli von P. decipiens und Ph. austrogeor-
gica wurden fir 9 Stunden einer UV-Bestrahlung ausgesetzt (6 Wm? UV-A, 0,6
Wm* UV-B). 200 mg Probenmaterial (n = 5) wurden in flissigem Stickstoff und
Seesand fein gemorsert und in 2 x 500 pl bidest. H,O geldst. Nach der Zugabe
von 1 ml 0,5 % TBA (gelést in 20 % Trichloressigsaure) (Merck, Darmstadt)
wurden die Proben fiir 30 min bei 98°C gekocht und sofort auf Eis gekulhit.
Durch Zentrifugation bei 20000 g fir 10 min erhalt man einen klaren, pinkfarbe-
nen Uberstand, der bei der Wellenlédnge von 532 nm (nach Substraktion der
Absorption bei 600 nm zur Korrektur von unspezifischer Tribung) mit einem
Mikrotiterplatten-Spektrophotometer SPECTRAmax 190 (Molecular Devices,
Sunnyvale, USA) gemessen wurde.

3.5 Fettsdurenbestimmung mittels Gaschromatographie

UV-Strahlung kann die Lipidzusammensetzung von pflanzlichen Zellen veran-
dern, indem die Synthese von mehrfach ungeséttigten Fettsauren, die wichtig
flr die Membranfluiditat ist, unterdrickt wird. Thalli von P. decipiens wurden far
84 Stunden durchgehend zusétzlicher UV-Bestrahlung ausgesetzt (6 Wm? UV-
A, 0,6 Wm? UV-B). Zur Bestimmung der Fettsdurenzusammensetzung nach
Graeve et al. (2002) wurden ca. 500 mg Probenmaterial von P. decipiens unter
Zugabe von Dichlormethan/Methanol (2:1; viv) (Merck, Darmstadt) und 50 ul
19:0 Fettsduren-Standard (10 mg/10 ul) mit einer Ultra-Thurrax (lka-Werk,
Deutschland) zerkleinert. Das Homogenisat wurde in einen Scheidetrichter ge-
geben, wobei die Reste noch zwei mal mit der Ultra-Thurrax nachextrahiert
wurden. Nach der Zugabe von 5 mi 0,88 % KCI (Merck, Darmstadt) wurde die
untere Phase in einen Rundkolben abgelassen. Die wassrige Phase wurde zwei
mal mit 5 ml| Dichlormethan/Methanol nachextrahiert. Nach Verdampfen des
Losungsmittels mit Stickstoff wurde der getrocknete Extrakt in 3 ml Dichlor-
methan/Methanol aufgenommen und in Réhrchen bei —20°C unter Stickstoff
(sauerstofffreie Atmosphére) aufbewahrt. Am nachsten Tag wurde 1 ml dieses
Extraktes unter Stickstoff verdampft und fiir 4 h bei 80°C mit 250 ul Hexan
(Merck, Darmstadt) und 1 ml 3 % H,SO, (in Methanol geldst) (Merck, Darm-
stadt) transesterfiziert. Nach Abkiihlen erfolgte die Zugabe von ca. 4 ml bidest.
H,O und ein dreimaliges Ausschitteln mit ca. 2-3 ml Hexan. Die obere Phase
wurde jeweils in einem Spitzkolben vereinigt, unter Stickstoff eingedampft und
in Hexan aufgenommen. 1 ul des Extraktes wurde in den Gaschromatographen
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Chrompack 9000 (Delft, Niederlande) mit einer 30 m x 0,25 mm-Kapilarsaule
injiziert und gemessen.

3.6 PAM-Fluoreszenztechnik

Der Quotient Fv/Fm, die sogenannte maximale Quantenausbeute des PS 1l ist
ein MaB fur den physiologischen Stresszustand einer Pflanze. Um den Zustand
des Photosyntheseapparates zu prifen, wurden an UV-bestrahiten und unbe-
strahlten Kontroll-Proben in vivo-Fluoreszenzmessungen mit dem Puls-
Amplituden-Modulierten Chlorophylifluorometer PAM-2000 (Walz, Effeltrich)
durchgefiihrt. Das Gerat ermittelt die Fluoreszenzparameter Fo, F, und F,. F,
spiegelt die Grundfiuoreszenz wider und tritt auf, wenn samtliche Reaktions-
zentren des PS Il geodffnet sind, die Elektronentransportkette aiso volisténdig
oxidiert vorliegt. Zur Ermittlung von F, wurde eine zuvor flr 5 min dunkeladap-
tierte Probe mit einem MeBlicht geringer Intensitat (ca. 0.3 umol m? s™ bei 650
nm) bestrahit, ohne dabei eine Ladungstrennung zu induzieren. Durch Gabe
eines kurzen, starken Sattigungspulses (0.6 s, ~9200 ymol m? s™) wurden
durch eine maximale Anregung die Priméarakzeptoren vollstédndig reduziert. Die
PS llI-Zentren schlieBen vollstandig, und die maximale Fluoreszenz F, tritt auf.
Die variable Fluoreszenz F, ergibt sich aus der Differenz der beiden Grenzwerte
F. und F,. Die Beziehung F,/F, der dunkeladaptierten Proben ergibt ein relati-
ves MaB flr die Effizienz der Photosynthese, d.h. mit welcher Quantenausbeute
die Anregungsenergie aus den Antennenkomplexen in die gedffneten Reakti-
onszentren des PS Il Ubertragen wird. Es wurden damit Veranderungen in der
Photosynthese-Effizienz unter UV-Stress an P. decipiens und Ph. austrogeorgi-
ca gemessen.

3.7 Pigmentanalysen

Um Effekte von UV-Strahlung auf Photosynthese-Pigmente zu untersuchen,
wurden die Konzentrationen von Chlorophyll a (chi a), Phycoerythrin (PE) und
Phycocyanin (PC) ermittelt. Die verwendeten Methoden sind ausflhrlich in Pu-
blikation 1 beschrieben.

Um Zeit und Pflanzenmaterial zu sparen, wurde zudem eine Methode entwik-
kelt, PE/PC und chl a nacheinander an einer Probe zu ermitteln. Nach der oben
beschriebenen Methode der PE- und PC-Analyse wurden die Reste des Phos-
phatpufferlberstandes von den Pellets abgenommen. Nach Zugabe von 1 mi
N,N-Dimethyiformamid (DMF; Merck, Darmstadt) wurden die Pellets resuspen-
diert und tiber Nacht bei 4°C extrahiert. Nach der Zentrifugation der Proben fir
20 min bei 15000 g wurde der Uberstand mit dem Mikrotiterplatten-
Spekirophotometer SPECTRAmax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA)
gemessen und der chl a-Gehalt nach der in Publikation 1 angegebenen Formel
ermittelt.

3.8 77K-Fluoreszenz-Spektroskopie

Um die verschiedenen pigmenthaltigen Proteinkomplexe des Photosynthese-
apparates und den Energiefluss innerhalb des Photosystems zu untersuchen,
wurden 77K-Anregungs- und Emissionsspektren der Tieftemperatur-
Fluoreszenz mit dem Spektralfluorometer QuantaMaster QM1 (Photon Tech-
nofogy International, Kanada) gemessen. Man arbeitet bei 77 K, da aufgrund
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der tiefen Temperatur geringere internukleare Bewegungen und somit scharfere
Absorptions- und Fluoreszenzbanden entstehen. Zunachst wurden Thalli von F.
decipiens in LN, mit Licht der Wellenlangen von 380 bis 680 nm angeregt und
somit nach Auswertung der chl a-Fluoreszenz bei 630 nm Anregungsspektren
(Exitationsspektren) ermittelt. Diese relative Effizienz verschiedener anregender
Wellenlangen, die zu Fluoreszenz von PS Il fihren, entspricht qualitativ dem
Absorptionsspektrum. Bei P. decipiens wurde somit ein Maximum bei 540 nm
ermittelt. Die ermittelten Fluoreszenzpeaks wurden fiir die folgenden Emissi-
onsspektren genutzt, bei denen eingefrorene Thalli mit Licht der Wellenlange
540 nm angeregt und daraufhin die Fluoreszenzemission von 550 bis 800 nm
aufgezeichnet wurde. Dabei erhalt man Aufschliisse Giber die Energieweiterlei-
tung innerhalb des Photosystems. Aus diesen Daten kann man das Verhéitnis
zwischen PE (Emission bei 583 nm) und PS Il Zentrum (Emission bei 693 nm)
errechnen, um so eine Erhéhung der PE-Fluoreszenz bzw. Erniedrigung der PS
iI-Fluoreszenz nachzuweisen, was z. B. durch eine Entkopplung des PE vom
Rest des Photosystems hervorgerufen wirde.

Hierbei stellte sich jedoch heraus, daB bei der Verwendung von Thallusteilen im
Gegensatz zu isolierten Chloroplastensuspensionen eine Quantifizierung der
Fluoreszenz sehr problematisch war. Eine Standardisierung wurde darum vor-
genommen, indem die Fluoreszenzkurven auf einen Messwert auBerhalb des
Fluoreszenzbereiches des Photosystems Il (hier 750 nm) normiert wurden.

3.9 Northern blotting und Hybridisierung

Die Herstellung der cDNA-Sonden ist detailliert in Publikation 3 dargestellt. Um
RNA fur die Genexpressionsversuche verwenden zu kénnen, ist es notwenig,
eine ausreichende Menge méglichst reiner RNA zu isolieren. Die mit Standard-
protokollen aus Rotalgen extrahierte RNA besitzt in der Rege! hohe Konzentra-
tionen an Polysacchariden und Proteinen, was bei der Auftrennung auf dem
Agarose/Formaldehyd-Gel zu Schwierigkeiten flhren kann. Nach erfoiglosen
Versuchen mit Saulchen-Kits, in denen die Bindung der RNA an Silicagel er-
folgt, wurde eine Methode mit Ldsungen gewahit. Aus dem Versuch entnom-
menes Probenmaterial (ca. 0,4 g FG) wurde in Stickstoff mit Seesand fir 20
min gemérsert und mit peqGOLD RNAPure (peglab, Erlangen) modifiziert ex-
trahiert (fir Details, siehe Publikation 3). Da so immer noch recht hohe Verun-
reinigungen durch Poiysaccharide und Proteine auftraten, wurde die RNA an-
schlieBend mit peqGOLD OptiPure (peglab, Erlangen) aufgereinigt. Die gewon-
nene RNA wurde mit einem 1,5 % Agarose/Formaldehyd-Gel getrennt und mit-
tels Northern blotting auf eine positiv geladene Nylon-Membran (Boehringer,
Mannheim) aufgetragen. Die Membran wurde darauthin flir 2 h bei 40 °C pra-
hybridisiert und Gber Nacht mit den Digoxigenin-markierten cDNA-Sonden hy-
bridisiert. Nach Waschen der Membranen erfolgte die Detektion auf Autoradio-
graphien (Hyperfilm MP, Amersham, GroBbritanien). Die Mengen der psbA- und
rbcL-Transkripte wurden direkt von den Autoradiographien bestimmt (GS-700
Imaging-Densitometer, Bio-Rad, Mlnchen). Die Quantifizierung erfolgte Gber
die Menge der auf das Gel aufgetragene Ethidiumbromid-gefarbte 28S-RNA
(Fluor-S Multilmager, Biorad, Miinchen).
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3.10 MAA-Analyse mittels HPLC

10 — 20 mg Trockengewicht Probenmaterial (n = 5) wurden fiir 2 h bei 40 °C in
1 ml 25 % Methano! (Merck, Darmstadt) extrahiert. 400 yl der Lésung wurden
unter Vacuum in der Speed Vac Plus SC110 A (Savant, Holbrook, USA) ge-
trocknet. Der getrocknete Extrakt wurde in 400 ul 100 % Methanol aufgenom-
men und somit wieder in LOsung gebracht. 300 ul dieser Lésung wurden dar-
authin unter Vacuum getrocknet und in 100 ul 2,5 % Methanol resuspendiert. 40
ut dieser Losung wurden mit einer Waters HPLC (Waters 717plus Autosampler
und 600 Controler) analysiert. Die MAAs wurden mit einer Knauer Spherisorb
RP-8 Saule (5 um, 250 x 4 mm i.d.) aufgetrennt. Die mobiie Phase bestand aus
5 % Methanol (v/v in dest. H,O) und 0,1 % Essigséure (v/v in dest. H,0) (Merck,
Darmstadt). Die Identifizierung erfoigte durch die ermittelten Spektren, Laufzeit
und durch Chromatographie mit Standards aus Chondrus crispus und Porphyra
umbilicalis.
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4 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.1 UV-induzierte Anderungen der Feinstruktur

Um die bestmagliche, artefaktfreie elektronenmikroskapische Préparationsme-
thode zur Bestimmung der Ultrastruktur fir P. decipiens und Ph. austrogeorgica
zu ermitteln, wurden mehrere Thallus-Proben zum einen chemisch fixiert und
zum anderen mittels der Hochdruckgefriertechnik cryofixiert. Dabei hat sich ge-
zeigt, daB die Proben nach Cryofixierung mit anschlieBender Gefriersubstitution
und Einbettung in Spurr’s Medium weniger Artefakte aufweisen als nach kon-
ventioneller chemischer Fixierung. Es war also eine Untersuchung nahe dem in
vivo-Zustand moglich. Die Algen wurden mit einer in der Antarktis natdrlich auf-
tretenden Bestrahlungsstérke von 6 W m® UV-A und 500 mW m? UV-B fir bis
zu 16 Stunden im Labor bestrahit. Um die Fahigkeit zur Erholung zu ermitteln,
und somit zwischen regulativen Mechanismen und entstandenen Schaden un-
terscheiden zu kénnen, wurde ein Teil der Proben nach der UV-Bestrahlung
acht Stunden in Dunkelheit und anschlieBend 16 Stunden in schwachem WeiB-
licht belassen. Es zeigte sich, daB die Ultrastruktur der beiden untersuchten
Arten unterschiedlich auf UV-Stress reagierte. Nach zwei Stunden UV-
Bestrahlung erweiterten sich bei P. decipiens die Thylakoidinnenrdume, nach
vier Stunden bildeten sich vereinzelt Vesikel aus den normalerweise parallel
verlaufenden Thylakoiden und nach acht Stunden bildeten sich ,inside-out vesi-
cles” (Abb. 5-7, Publikation 1; Abb. 4-6, Publikation 2). Die Phycobilisomen wa-
ren dabei stets innen an die Membran der Vesikel angeheftet. Nach 12 bis 23
Stunden UV-Bestrahlung waren keine Vesikel mehr in den Chloroplasten von P.
decipiens zu erkennen (Abb. 7, Publikation 2). Desweiteren zeigte sich eine
verénderte Feinstruktur der Mitochondrien. Sie erschienen geschwollen und die
Cristae bildeten sich nach acht Stunden UV-Bestrahlung vom Tubuli-Typ in den
Sacculi-Typ um {Abb. 8, Publikation 1; Abb. 8, Publikation 2). Auch diese Ver-
anderungen waren nach 23 Stunden reversibel. Im Gegensatz zu P. decipiens
reagierte Ph. austrogeorgica mit einer Zerstérung der Chloroplastenhiile und
Thylakoidmembranen auf den UV-Stress. Hierbei I¢sten sich nach zwdlf Stun-
den UV-Bestrahlung die Phycobilisomen von den Membranen und verteilten
sich in der Zelle (Abb. 16, Publikation 2). Zudem zeigt diese Art im ungestress-
ten Zustand verschiedene Typen von Proteinkristallen im Cytoplasma. Unter
UV-Einwirkung verénderte sich deren Struktur, indem sich entweder die La-
mellen-Substruktur auflockerte und brach (Abb. 20-23, Publikation 2) oder sich
stark elektronendichte Kristalle in mehrere kleine, mit geringer elektronendich-
ten Randbereichen, aufldsten (Abb. 24 & 25, Publikation 2).

Um die Dichte und GroBe intramembranérer Membranpartikel, aiso u. a. die
Photosystemkomplexe auf den Thylakoidbruchfiachen zu bestimmen, soliten
Gefrierbruchuntersuchungen an P. decipiens durchgefiihrt werden. Nach erfolg-
reicher Cryofixierung und den durchgeflihrten Gefrierbriichen stellte sich aber
heraus, daB die Reinigung der Replikas zu schwierig war. Leider konnten somit
keine verwertbaren Aufsichten auf Membranbruchflachen oder —oberflachen
hergestellt werden.
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4.2 UV-induzierte Veranderungen in der Malondialdehyd-Konzentration
Eine Schadigung von Membransystemen, die eine Verringerung der optimalen
Quantenausbeute und Verénderung der Respirationsrate bewirken kdnnte,
konnte mit der UV-induzierten Peroxidation von Membranlipiden korreliert wer-
den. Hier zeigte sich schon bei einer UV-Bestrahlung von drei Stunden, daB3 Ph.
austrogeorgica eine héhere Konzentration von MDA aufwies als P. decipiens
(Abb. 2). Auch wahrend des restlichen Versuchsablaufs blieben die MDA-
Konzentrationen in Ph. austrogeorgica stets héher als in P. decipiens, was auf
starkere Membranschadigung hinweist.
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Abb. 2: MDA-Konzentra-tionen von P. decipiens und Ph. austrogeorgica in Abhéngigkeit
von der UV-Bestrahlung (0-9 h).

4.3 UV-induzierte Veranderungen in der Fettsdurenzusammensetzung
Um eine eventuelle Veranderung im Verhéltnis von ungeséttigten zu geséttigten
Fettsauren von P. decipiens und damit eine Beeintrdchtigung der Membranflui-
ditat nachzuweisen, wurde mittels Gaschromatographie auch die Zusammen-
setzung der gesamten Fettsduren untersucht (Abb.3). Es zeigte sich, daB diese
polare Algenart besonders reich an der mehrfach-ungeséttigten Fettsaure 20:5
(n-3) ist (Abb. 4). Allerdings konnte auch nach 84 Stunden UV-
Dauerbestrahlung keine Verénderung in der Fettsdurenzusammensetzung
nachgewiesen werden (Abb. 5).
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Abb. 3: Gaschromato-
gramm der WeiBlicht-
kontrolle von P. decipiens
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ermittelten Fettsduren
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Abb. 4: Fettsdurenzusammensetzung in der WeiBlichtkontrolle von P. decipiens (SFA =
geséttigte Fettséuren, MUFA = einfach ungesattigte Fettsauren, PUFA = mehrfach unge-
séttigte Fettsduren, n.d. = nicht bestimmt).
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Abb. 5: Fettsdurenzusammensetzung in Abhangigkeit von der UV-Bestrahlung (0-84 h) in P.

decipiens (n.d. = nicht bestimmt),
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4.4 UV-induzierte Verdnderungen in der Maximalen Quantenausbeute
An P. decipiens und Ph. austrogeorgica wurden die kurzzeitigen Verénderun-
gen der Photosynthese-Effizienz unter UV-Stress untersucht. Es zeigte sich,
daB Ph. austrogeorgica aus dem unteren Sublitoral schon nach einer Stunde
UV-Bestrahiung emfindlicher auf den UV-Stress reagierte als P. decipiens aus
dem oberen Sublitoral (Abb. 6).
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Abb. 6: Maximale Quantenausbeute in Abhangigkeit von der UV-Bestrahlung (0-6 h) bei P.
decipiens und Ph. austrogeorgica.

Im weiteren Verlauf deutet sich bei P. decipiens eine Fahigkeit zur vollstdndigen
Erholung der Photoinhibition innerhalb von 21 Stunden Erholungszeit (8 Stun-
den Dunkeiheit und 13 Stunden Schwachlicht) an, wobei der Grad der Photoin-
hibition bei Ph. austrogeorgica im gieichen Zeitraum unverandert blieb, die Alge
sich also nicht mehr erholte (Abb. 7).
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Abb. 7: Maximale Quantenausbeute in Abhangigkeit von der UV-Bestrahlung (0-12 hund
21 h Erholung) bei P. decipiens und Ph. austrogeorgica.
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Abb. 8: Maximale Quantenausbeute in Abhangigkeit von der UV-Bestrahlung (0-84 h) bei P.
decipiens (PA = PAR + UV-A, PAB = PAR + UV-A+B).
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Wenn Thalli von P. decipiens mit WeiBlicht plus UV-A (PA) oder WeiBlicht plus
UV-A+B (PAB) bestrahit wurden, war in den ersten zw6if Stunden der Bestrah-
lung der UV-A-Anteil in geringerem MaB flir die Photoinhibition verantwortlich,
wobei sich der Unterschied nach 16 Stunden UV-Bestrahiung sowie nach fol-
gender 8stlindiger Dunkelphase mit anschlieBender 10stindiger normaler
WeiBlichtphase (ohne UV) aufhob (Publikation 1, Abb. 9). Nach der Erholungs-
phase wurden bei beiden Ansatzen 80 % der jeweiligen Initialwerte erreicht. in
einem vergleichbaren, jedoch langeren Versuch mit 84 Stunden Dauerbestrah-
lung zeigte sich, daB P. decipiens die Fahigkeit besitzt, sich auch unter UV-
Stress zu erholen. Nach acht Stunden Bestrahlung mit WeiBlicht plus UV-A
(PA) sank die Photosynthese-Effizienz zunachst auf 40 % der WeiBlichtkontrolle
ab, nach 84 Stunden wurde jedoch wieder ein Wert von 80 % der Kontrolle er-
reicht (Abb. 8).

Ahnlich verhielt es sich mit zusatzlicher UV-B-Bestrahlung (PAB). P. decipiens
ist sogar in der Lage, sich an eine noch langere UV-Exposition anzupassen.
Wahrend nach einem Tag UV-A+B-Bestrahlungszykius eine Photosynthese-
Effizienz von 50 % der WeiBlichtkontrolle gemessen wurde, stellt sich nach 15
Tagen ein Wert von 87 % ein (Abb. 9).
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Abb. 9: Maximale Quantenausbeute in Abhangigkeit von der UV-Bestrahlung (1-25 d) bei P.
decipiens (PA = PAR + UV-A, PAB = PAR + UV-A+B),
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4.5 UV-induzierte Veranderungen der Pigmentkonzentrationen
UV-Strahlung kann die Konzentration von Chiorophyll a (chl a) und anderen
photosyntetischen Pigmenten, wie Phycoerythrin und Phycocyanin verringern.
Wéhrend P. decipiens nach sechs Stunden UV-Bestrahiung mit einer geringen
Abnahme der chi a-Konzentration reagierte, zeigte Ph. austrogeorgica im glei-
chen Zeitraum dagegen eine deutliche Zunahme des Pigments (Abb. 10}.
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Abb. 10: Chiorophyll a-Konzentrationen in Abhangigkeit von der UV-Bestrahiung (0-6 h)
bei P. decipiens und Ph. austrogeorgica.

Ahnlich verhielt es sich bei den akzessorischen Antennenpigmenten Phycoery-
thrin (PE) und Phycocyanin (PC). P. decipiens zeigte nach sechs Stunden UV-
Bestrah-lung keine Veranderung im Phycoerythrin- und Phycocyaningehalt,
wahrend Ph. austrogeorgica mit einer Zunahme dieser Pigmente reagierte
(Abb. 11 und 12).
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Abb. 11: Phycoerythrin-Konzentrationen in Abhéngigkeit von der UV-Bestrahlung (0-6 h)
bei P. decipiens und Ph. austrogeorgica.
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Abb. 12: Phycocyanin-Konzentrationen in Abh#ngigkeit von der UV-Bestrahlung (0-6 h) bei
P. decipiens und Ph. austrogeorgica.
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Im folgenden wurden die Pigmentuntersuchungen auf P. decipiens konzentriert.
In einem Versuch Uber den gesamten Tagesverlauf wurde gezeigt, daB chl ain
den ersten vier Stunden UV-Exposition geringere Konzentrationen aufwies als
die WeiBlichtkontrolle, nach sechs Stunden war der Effekt jedoch wieder aus-
geglichen (Abb. 13).
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Abb. 13: Chlorophyll a-Konzentration in Abhangigkeit von der UV-Bestrahlung (1-16 h und
18 h Erholung) bei P. decipiens.

Sogar im Langzeitversuch Uber 11 Tage und einer hdheren UV-

Bestrahlungsstarke (11 W m? UV-A und 1 W m? UV-B) konnten keine UV-

induzierten Veranderungen der chi a-Konzentrationen nachgewiesen werden
{(Abb. 14).
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Abb. 14: Chiorophyll a-Konzentration in Abhéngigkeit von der UV-Bestrahlung (1 h -11 d) bei
P. decipiens.

Weiterhin wurde untersucht, wie sich die chl a-Konzentrationen unter den ge-
trennten UV-Welleniangenbereichen im Tagesgang von 16 Stunden Exposition
verhalten. Hier zeigte sich, daB zwar nach den ersten vier Stunden UV-A+B-
Bestrahlung ein Trend zur Konzentrationserhéhung von chl a besteht, innerhalb
des gesamten Versuchszeitraums jedoch keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den getrennten UV-Bereichen nachzuweisen sind (Publikation 1, Abb.
10). Bei den Phycobilinen hingegen wurde eine anfangliche UV-B-induzierte
Abnahme in der PE- und PC-Konzentration beobachtet, wahrend unter Aus-
schluss von UV-B keine Veranderungen im Vergleich zur WeiBlichtkontrolle
gemessen wurden (Publikation 1, Abb. 11 und 12). Die anfangliche PE- und
PC-Abnahme regulierte sich nach 12 Stunden UV-Exposition jedoch wieder auf
Kontroliniveau.

4.6 UV-induzierte Veranderungen im Energiefluss innerhalb des Photo-
systems

Um die verschiedenen pigmenthaltigen Proteinkomplexe des Photosynthe-
seappa-rates und den Energiefluss innerhalb des Photosystems zu untersu-
chen, wurden 77K-Emissions- und Anregungsspektren der Tieftemperatur-
Fluoreszenz bestimmt.

Regt man die Pigmente von P. decipiens mit Licht der Wellenlangen 400 — 660
nm an und mift darauthin die maximale Emission der Chlorophyll-Fiuoreszenz
bei 690 nm, erhalt man ein Anregungsspektrum (Abb. 15). Das Anregungsma-
ximum liegt bei 540 nm, was der Anregung von Phycoerythrin entspricht.
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Abb. 15: Anregungsspektrum von P. decipiens (Anregung 380-680 nm, Fluoreszenz ge-
messen bei 630 nm).

Nach Anregung der Thalli mit der Wellenl&nge 540 nm (Anregung von PE) nach
zunehmender UV-Exposition erhélt man Fluoreszenzemissionsspektren (Abb.
16). Hier zeigte sich, daB bei zunehmendem UV-Stress die Fluoreszenz des
akzessorischen Phycoerythrins (PE, Emission bei 583 nm) zunimmt, wahrend
die des PS 1l (Emission bei 693 nm) abnimmt. Zudem erhéhte sich die Fluores-
zenz-Emission von PS | bei 728 nm, was darauf hindeutet, daf3 die Energiever-
arbeitung in PS | gestort war,
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Abb. 16: 77K-Fluoreszenz-Emissionsspekiren (Anregung 540 nm) von P. decpiens in Ab-
hangigkeit von der UV-Bestrahiung (0-12 h und 14 h Erholung).

Tragt man das Verhaltnis PE (Emission bei 583 nm)/PS Il Zentrum (Emission
bei 693 nm) auf, so erhalt man bei zunehmender UV-Expositioneine Erhéhung
um den Faktor 14 (Abb. 17). Nach einer Erholungsphase von 14 Stunden (Dun-
kelheit und WeiBlicht) ist das Verhéltnis wieder auf dem Niveau des Initiaiwerts,
die Alge hat sich somit vollstandig vom UV-Stress erholt und die Energievertei-
Jung entspricht dem vor dem UV-Stress.
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Abb. 17: Verhaltnis in der Fluo-
reszenzemission von Phycoery-
thrin (Emission bei 583 nm) zu
Photosystem Il (Emission bei 693
nm) bei P. decipiens in Abhén-
gigkeit von der UV-Bestrahlung
(0-12 h und 14 h Erholung).



4.7 UV-induzierte Veranderungen in der Genexpression

Es stelite sich nun die Frage, in wie weit Regulierungsprozesse in der Protein-
synthese der Photosysteme durch UV-Bestrahlung betroffen sind. Deshalb
wurde auch die Genexpression von Photosynthese-Proteinen in Abhéngigkeit
von UV-Bestrahlung bei P. decipiens untersucht. Die Transkript-Levels von
psbA (D1-Protein) nahmen im Vergleich zur WeiBlichtkontrolle am Anfang und
am Ende eines Bestrahlungzykiusses zu, wahrend rbcL-Transkripte (Rubisco
LSU) lediglich in den ersten beiden Stunden héher waren als die der WeiBlicht-
kontrolle und im weiteren Tagesveriauf die Transkription sogar unterdriickt wur-
de (Abb. 3, Publikation 3). Im Langzeitversuch Uber 11 Tage bei einer héheren
UV-Bestrahlung (11 W m? UV-A und 1 W m? UV-B) zeigten die psbA-
Transkriptwerte nach einer Stunde eine erniedrigte Transkriptionsrate mit einem
anschiieBenden Anstieg auf Gber 400 % im Vergleich zur WeiBlichtkontrolle
(Abb. 5, Publikation 3). Der rbcl-Transkriptwert erreichte nach anfanglicher
Unterdrickung erst nach 4 Tagen UV-Bestrahlung die Kontrollwerte, danach
stieg der Wert auf 180 % der Kontrolle an. Das D1-Protein wurde demgemas
wahrend UV-Stress stéarker neu synthetisiert als Rubisco, was den Literatur-
werten Uber die Proteine entspricht. Das D1-Protein im Reaktionszentrum von
PS Il unterliegt somit einer starkeren Turn-over-Rate.

4.8 UV-induzierte Verdnderungen in den MAA-Konzentrationen

Die bisher dargesteliten Effekte von UV-Strahiung auf P. decipiens lassen den
Schluss zu, daB diese Art mit wirkungsvollen Akklimatisations- und Schutz-
mechanismen gegen Starklicht und UV-Stress ausgestattet sein muB3. Neben
produktiven antioxidativen Strategien kénnte auch die Produktion von UV-
absorbierenden Mycosporin-ahnlichen Aminosauren (MAAs) eine Rolle spielen.
im Tagesgang stieg die MAA-Produktion, vor allem von P-334, schon nach acht
Stunden UV-Exposition an (Abb. 18).
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Abb. 18: MAA-Konzentrationen in Abhangigkeit von der UV-Bestrahlung (1-16 h) bei P.
decipiens.

Wahrend die Gesamtkonzentration innerhalb von 84 Stunden WeiBlicht-Dauer-
bestrahlung unverandert blieb, verdreifachte sich die ermittelte Menge bei zu-
sétzlicher UV-A-Bestrahiung (Abb. 19). Nach elf Tagen UV-Bestrahlung mit 11
W m? UV-A und 1 W m™? UV-B stieg die Produktion von P-334 sogar um den
Faktor 14 (Abb. 20).
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Abb. 19: MAA-Gesamtkonzentration in Abhangigkeit von der UV-Bestrahlung (0-84 h) bei
P. decipiens (PAR = WeiBlicht, PA = PAR + UV-A, PAB = PAR + UV-A+B).
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Abb. 20: MAA-Konzentrationen in Abhangigkeit von der UV-Bestrahlung (1-11 d) bei
P. decipiens.
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Abb. 21 zeigt die MAA-Produktion auch in Abhangigkeiten der verschiedenen
UV-Bereiche. In den ersten Tagen stiegen die MAA-Werte besonders im ge-
samten UV-Bereich (PAB), wéhrend die Produktion unter Weillicht plus UV-A
(PA) erst spater anstieg.
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5 Diskussion

5.1 Bestrahlungsbhedingungen

In den Versuchen wurden UV-B-Bestrahlungsstarken von 0,58 — 0,97 W m*
(280 — 320 nm) ausgewahlt. Die niedrigen Werte kommen an normalen Som-
mertagen in der Antarktis vor, wahrend ca. 1 W m? Extrembedingungen an ei-
nem Sommertag mit hohem Sonnenstand zur Zeit hdchster Ozonverringerung
darstellen, die jedoch nur wahrend eines kurzen Zeitraums vorkommen (H. Tig,
pers. Mitteilung). Zur Zeit der groBten Ausdehnung des Ozonlochs wurden auf
King George Island, einem natlrlichen Standort der beiden verwendeten Arten,
sogar 1,8 W m® als kurzfristiger Maximalwert gemessen (Hoyer et al., 2001). Im
Vergleich dazu zeigen die Maximalwerte der UV-B-Messungen auf Spitsbergen
1,1 W m?, auf Helgoland 2 W m* und in Cadiz (Stdspanien) 3,6 W m* (Bischof
et al., 1998; Hader et al., 2001; K. Bischof, pers. Mitteilung). Die Untersuchun-
gen sollten somit natlirlich zu erwartende Effekte bei diesen Arten aufzeigen.
Ein kritischer Punkt bei Laborversuchen ist die Simulation der UV-
Strahlungsbedingungen. Die in den Versuchen verwendeten Bestrahlungs-
quellen kdnnen nur anndhernd das natlirliche Spektrum widergeben. Die Be-
strahlungsbedingungen mit den verwendeten Fluoreszenzrohren des Typs Q-
Panel UVA-340 ergeben ein UV-B:UV-A-Verhélinis von ca. 1:10. In der Arktis
wurde ein Verhaltnis von 1:20 gemessen (Bischof et al., 1998). In der Natur
sind hohe UV-Strahiungswerte immer begleitet von hohen PAR-Werten. In die-
sen Versuchen wurden jedoch relativ geringe PAR-Bestrahlungsstarken aus-
gewdhlt, um Starklichteffekte durch PAR auszuschlieBen. Die in antarktischen
Gewaéssern vorkommenden Algenarten sind in der Regel schwachlichtadaptiert
(Kirst und Wiencke, 1995), somit sollte die benutzte WeiBlichtbestrahlungsstéar-
ke keinen limitierenden Faktor darstellen.

5.2 Elektronenmikroskopie

Meine Arbeiten stellen die ersten Untersuchungen zu den Auswirkungen von
UV-Strahlung auf die Ultrastruktur von Makroalgen dar. Um die Ultrastruktur
von Rotalgen zu untersuchen, muBte zunachst eine mdglichst artefaktfreie Fi-
xierungsmethode gefunden werden. Zur chemischen Fixierung mit Glutaralde-
hyd und Osmiumtetroxyd sind verschiedene Artefakte beschrieben worden, wie
Membranvesikulierungen, Negativkontrast von Membranabbildungen, Extrakti-
on von Proteinen und Lipiden sowie Schrumpfen (Glutaraldehyd) oder Schwel-
len (Osmiumtetroxid) von Zellen und Organellen (Hayat, 1981). Wichtige Fakto-
ren fur die Qualitat der chemischen Fixierung sind somit die Beschaffenheit des
zu fixierenden Gewebes, Temperatur, Dauer und Osmolaritat. Versuche, Thalli
von P. decipiens chemisch zu fixieren, zeigten, daB die Zellwande der Rotalgen
eine Barriere flr Fixantien darstelit. Es wurden Membranveranderungen, ge-
schrumpfte Zellen und Organellen sowie aufgeblahte Zeliwande beobachtet.
Weiterhin werden bei der chemischen Fixierung mit in Puffer geléstem Glutaral-
dehyd die wasserl@slichen Phycobilisomen von der Thylakoidmembran getrennt
und aufgeldst (siehe Publikation 1 und 2). Somit stellt die Cryofixierung mit an-
schlieBender Gefriersubstitution eine besser geeignete Methode dar, Rotalgen
zu fixieren. Die Vorteile liegen in der weitaus kirzeren Fixierungszeit (ca. 20
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ms), geringerer Artefaktbildung und in einer guten Abbildung der Phycobiliso-
men (siehe Publikation 1 und 2).

Bei der Gefriersubstitution wird bei tiefen Temperaturen das Wasser durch ein
Lésungsmittel ersetzt. Wichtig ist hierbei, daB dieser Prozess vollstandig abge-
schlossen ist bevor die Temperatur erreicht wird, bei der Eiskristalle im Gewebe
entstehen kénnen. Neben der Beschaffenheit der Proben ist weiterhin entschei-
dend, bei welcher Temperatur die chemischen Fixantien reagieren. Glutaralde-
hyd fixiert Proteine schon ab -50°C, waobei sich die Reaktionsgeschwindigkeit
bei hoheren Temperaturen erhéht (Humbel et al., 1983). Nach White et al.
(White et al., 1976) kann OsO, zwar schon bei einer Temperatur von -70°C mit
Doppelbindungen von ungesattigten Fettsduren reagieren, in Aceton gelést ist
es jedoch bei Raumtemperatur nicht mehr stabil. Es besteht also die Mdglich-
keit, daf3 Proteine und Lipide noch vor der abgeschlossenen Fixierung ausge-
waschen werden. Hier spielen zudem die Temperatur und das Entwasse-
rungsmedium eine Rolle. Bei niedrigen Temperaturen verringert sich die Ex-
traktion, und Aceton soll im Vergleich zu Ethanol eine starkere Extraktion her-
vorrufen (Plattner, 1983).

Es zeigte sich jedoch auch bei dieser Methode, daB Artefakte bei der Fixierung
von Rotalgen auftreten kdnnen. Neben einer verringerten Harzinfiltration wur-
den nach Literaturangaben vor allem schwach kontrastierte Membranen be-
obachtet (Babuka und Pueschel, 1998; Bourett et al., 1999; Dubochet und Sar-
tori Blanc, 2001). Ein Vergleich zwischen Spurr und Araldit zeigte jedoch, daB in
Spurr eingebettete Proben einen etwas besseren Membrankontrast ergaben
und dieses Harz im Elektronenstrahl stabiler ist. Vorraussetzung flir die Mem-
brankontrastierung ist die Behandlung der Proben mit OsO,. Es lagert sich an
die Doppelbindungen ungesaéttigter Lipide an und wirkt kontraststeigernd. Die-
ser Effekt wird durch Anlagerung von Biei- (Bleicitrat) und Uranyl-lonen (Ura-
nylacetat) an OsQO, weiter verstarkt. Entscheidend ist also die Einwirkung von
OsO, auf die Lipide. Bei der Methode von Kaeser (Kaeser, 1989; Kaeser et al.,
1989) wurde es dem Substitutionsmedium von vornherein zugegeben, konnte
also schon bei der Anfangstemperatur von -75°C einwirken. Steinbrecht und
Muller (1987) empfehlen bei der Anwendung einer Gefriersubstitution einen
langsamen Temperaturanstieg, damit dem OsQO, genligend Zeit gegeben wird,
um mit den Reaktionspartnern bei den héheren Temperaturen zu reagieren. Bei
0°C sollte das OsO, entfernt werden, da es in Aceton geldst bei Raumtempe-
ratur nicht mehr stabil ist. In meiner Arbeit erfolgte das Spllen mit DMP/Aceton
bei -30°C. Da bei beiden Arten die Membranen ungenltgend kontrastiert wur-
den, kann man davon ausgehen, daf sich das OsO, nicht an die ungeséttigten
Membranlipide angelagert hat, und somit auch die Schnittkontrastierung mit
Bleicitrat und Uranylacetat keine Wirkung zeigen konnte. Nach Vorversuchen
mit unbefriedigenden Membrankontrastierungen wurde der Ansatz von Kaeser
(1989} zur Gefriersubstitution an Pflanzengewebe von Dahlia variabilis und He-
lianthus tuberosus maodifiziert, indem die Konzentrationen von Glutaraldehyd
von 1,15 auf 2% und von OsQO, von 0,76 auf 1,5% erhéht wurden. Diese Veran-
derung erbrachte jedoch nicht den gewiinschten Erfolg. Nach der Substituti-
onsmethode von Steinbrecht und Miller (1987) wurde Osmiumtetroxyd bei
—60°C zugegeben und wurde bei —30°C wieder entfernt. Der Membrankontrast
konnte dadurch etwas verbessert werden.
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Mit den hier angewendeten Methoden ist es jedoch gelungen, Phycobilisomen
in Makroalgen nachzuweisen. Phycobilisomen sind sehr empfindlich gegeniber
konventionellen chemischen Fixierungsmethoden und nicht leicht abzubilden
(Dodge, 1973; Gantt, 1986), was besonders flir Makroalgen gilt, da aufgrund
der Zeliwande langere Fixierungszeiten angewandt werden missen. Intakte
Phycobilisomen an den Thylakoidmembranen konnten bisher hauptséchlich in
Cyanobakterien und einzelligen Rotalgen dargestellt werden (Gantt und Conti,
1967). In Makroalgen ist die Abbildung nach chemischer Fixierung jedoch nicht
einfach (Waaland et al., 1974; Van Eykelenburg, 1979; Pueschel und van der
Meer, 1984; Morschel und Rhiel, 1987; Rascio et al., 1991; Lange et al., 1990;
Foltran et al., 1996; Talarico, 1996; Tsekos et al., 1996). Die Cryofixierung mit
anschlieBender Gefriersubstitution bietet somit eine gute Mdglichkeit, Phycobili-
somen in Makroalgen darzustellen.

5.3 Verdnderungen der Ultrastruktur, Photosyntheseaktivitiat und Pig-
mentkonzentrationen in Palmaria decipiens

P. decipiens zeigte nach UV-Bestrahlung Vesikelbildungen aus den Thylakoid-
und Mitochondrienmembranen (,inside-out vesicles”, siehe Publikationen 1 und
2). Membraneffekte, wie Unterbrechungen der &uBeren Chloroplasten-
Doppelmembran oder Aufiésung der Grana- und Stromathylakoide, wurden bei
verschiedenen UV-Bestrahlungsstarken auch in der einzelligen Grinalge Mi-
crasterias denticulata sowie in den héheren Pflanzen Pisum sativum und Beta
vulgaris beobachtet (Brandle et al., 1977; Bornmann et al., 1983; Meind! und
Latz, 1996; Litz et al., 1997). Brandle et al. (1977) beobachteten sogar aus
Thylakoidmembranen gebildete Vesikel im Stroma. In all diesen Untersuchun-
gen wurde jedoch nicht gezeigt, daB die innere Oberflache der Thylakoide zum
Stroma ausgerichtet ist. In Zellen der WeiBlichtkontrolle ist der Thylakoidinnen-
raum (Lumen) der Chloroplasten relativ klein im Verhéitnis zum Stroma. Im
Falle der ,inside-out vesicles” erscheint das Lumen hingegen stark ausgedehnt.
Zudem kann kein Protonengradient an der Thylakoidmembran aufgebaut wer-
den bzw. die Protonen werden in die verkehrte Richtung gepumpt, folglich
musste eine Alkalisierung im Inneren der Vesikel stattfinden und die Photosyn-
these somit gestdrt werden. Eine Depolarisierung des Membranpotentials, so-
wie Netto-Verluste von CI, Na* und K* und Unterschiede in der ATPase-
Aktivitdt wurde bereits an UV-bestrahlten Zellmembranen (Doughty und Hope,
1973; Murphy, 1983; Gallo et al., 1989;) und Thylakoidmembranen (lwanzik et
al., 1983; Chow et al., 1992; Hideg und Vass, 1996) beobachtet. Da diese in der
Literatur beschriebenen Verdnderungen in der lonenpermeabilitdt innerhalb
weniger Stunden UV-Bestrahlung beobachtet werden kénnen, kénnten diese
mit unseren Ultrastrukturergebnissen zusammenhangen. Neben den Struktur-
verénderungen in den Chloroplasten von P. decipiens wurden auch eine veran-
derte Feinstruktur der Mitochondrien beobachtet. Ahnliche Effekte wurden in
UV-bestrahiten héheren Pflanzen beschrieben (Lichtscheidl-Schultz, 1985;
Santos et al., 1993). Diese UV-induzierten Veranderungen in der Membran-
struktur von Mitochondrien kénnten zu Stérungen im ATP-Metabolismus fihren,
wie sie von Vosjan et al. (1990) an antarktischen Planktongemeinschaften be-
schrieben wurden. Aguilera et al. (1999) beschrieb jedoch bei Palmaria palmata
keine starke Sensitivitat der Respiration auf UV-Stress.
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UV-Strahlung kann (ber die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, wie Sin-
gulett-Sauerstoff ('0,), Superoxidanion-Radikale (0,7, Wasserstoffperoxid
(H,0,) oder Hydroxyl-Radikalen (OH™) die Lipidzusammensetzung in Pflanzen-
zellen verandern (Asada, 1994). Das Hauptangriffsziel der Lipidperoxidation
sind die biologischen Membranen (Kochevar, 1990). So wurde in Phytoplank-
tonzellen und hdheren Pflanzen beobachtet, da der Anteil an mehrfach-
ungesattigten Fettsauren durch Lipidperoxidation abnimmt und somit das Ver-
héltnis ungesattigter/gesattigter Fettsauren verringert wird, was wiederum Aus-
wirkungen auf die Membranstabilitat haben muss (Tevini et al., 1981; Kramer et
al., 1991; Goes et al., 1994; Malanga und Puntarulo, 1995). P. decipiens zeigt
jedoch keine Veranderungen in der Fettsdurenzusammensetzung nach 84
Stunden UV-Dauerbestrahlung, ist jedoch sehr reich an der mehrfach-
ungesattigten Fettsaure 20:5 (n-3). Ein solch hoher Anteil von Uber 60 % dieser
Fettsaure kdnnte mit dem Lebensraum in der Antarktis zusammenhéngen, da
die Pflanze Temperaturen um 0°C ausgesetzt ist, was normalerweise die Mem-
branfluiditat herabsetzt. Ob ein sehr hoher Anteil an mehrfach-ungeséttigten
Fettsduren vor UV-induzierter Membranschadigung schiitzen kann, ist nicht
gekiart. Pflanzenzellen sind durch verschiedene Enzymsysteme, wie Katalase
(CAT), Superoxid-Dismutase (SOD), Glutathion-Reduktase (GR), Ascorbat-
Peroxidase (APO) und anderen Peroxidasen sowie durch bekannte hydro- und
lipophile Antioxidantien (Ascorbat, Glutathion und a-Tocopherol) vor Schadi-
gung der Lipide, Proteine und Nukleinsduren geschitzt (Larson, 1988). In P.
decipiens erhéht sich durch UV-Bestrahlung die Aktivitdt von GR und SOD si-
gnifikant (J. Aguilera, perbnliche Mitteilung), was auf einen wirkungsvollen
Schutz vor oxidativem Stress hinweist.

Die Photosynthese-Effizienz von P. decipiens wird durch UV-Bestrahlung er-
niedrigt, wobei der Photosynthese-Apparat nicht geschadigt wird, da sich die Art
nach Uberflhrung in PAR vom UV-Stress erholen kann. Der UV-A-Anteil fiihrt
zu einer geringeren Inhibition als UV-B. Ahnliche Ergebnisse wurden in Palma-
ria palmata beschrieben (Hanelt et al., 1997; Karsten et al., 2001). P. decipiens
besitzt sogar die Fahigkeit, sich unter UV-Stress von der Photoinhibition zu er-
holen, was auf einen effizienten Anpassungs- und Akklimatisierungsprozess
hinweist.

In unseren Untersuchungen konnten keine signifikanten Veranderungen in der
Chlorophyil a-Konzentration gemessen werden. Kurzzeitige Konzentrationser-
héhungen, wie in Abb. 10 (Publikation 1) und Abb. 14 dargestellt, wurden be-
reits in P. decipiens (Déhler, 1998), wie auch in anderen Makroalgen (Algarra
und Niell, 1990; Déhler et al., 1995; Bischof et al., 2000) und Diatomeen (Buma
et al., 1996; Déhler, 1996) beobachtet. Diese Ergebnisse deuten auf eine an-
fangliche kurzzeitliche Synthese von chi a und auf eine Akklimatisation auf-
grund verénderter Bestrahlungsbedingungen hin.

Kurzzeitige Konzentrationsabnahmen von PE und PC, wie in Abb. 11 und 12
(Publikation 1) dargestellt, deuten auf eine Kurzzeitschadigung dieser Pigmente
hin, bevor eine de novo-Synthese wieder startet. Da das Verhéltnis von PE:PC
im gesamten Versuchsablauf bei 25:1 war, kann man davon ausgehen, daf3
keine Abtrennung von PE-Monomeren stattgefunden hat (Daten nicht gezeigt).
Bei Versuchen mit héheren UV-Bestrahlungsstarken und anderen Arten konnte
jedoch gezeigt werden, daf3 die Phycobiline friher als chl a geschadigt werden
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(Hader und Hader, 1989; Cordi et al., 1997) und daB die Phycobilisomen von
der Peripherie in Richtung Zentrum abgebaut werden, d. h. zuerst wird PE und
spater PC abgetrennt (Fischer und Hader, 1992). Dies zeigten die Pigment-
Konzentrationen bei P. decipiens nicht. Meine Daten der 77K-
Fluoreszenzemissions-Spektroskopie deuten jedoch auf eine UV-induzierte
Entkopplung des Energietransfers von PE zum PS Il hin, die sich nach einer
Erholung in der PAR-Bestrahlungsphase wieder stabilisierte. Wahrend das Ver-
haltnis der Fluoreszenzemission von PE:PS Il innerhalb von 6 Stunden UV-
Bestrahlung zunachst unveréndert blieb, stieg die Fluoreszenzemission von PE
im Verhaltnis zu PS Il nach 12 Stunden Exposition stark an (siehe Abb. 17).
Auch hier zeigt sich, daB die Alge sehr gut an ihren Lebensraum angepasst ist.

5.4 Effekte von UV-Strahlung auf die Ultrastruktur von Palmaria decipi-
ens, Palmaria palmata, Phycodrys austrogeorgica und Bangia atropurpu-
rea

Neben P. decipiens zeigten auch Palmaria palmata, Phycodrys austrogeorgica
und Bangia atropurpurea UV-induzierte Membraneffekte in den Chloroplasten
(siehe Publikation 2). Ph. austrogeorgica wies mit der Zerstérung der Chloro-
plastenhiille und einem Verteilen der Phycobilisomen im Cytoplasma eine star-
kere Schadigung der Ultrastruktur auf als P. decipiens, P. palmata und B. afro-
purpurea (siehe Publikation 2). Dieser hohe Grad der Schadigung demonstriert
die extreme Sensitivitat der Chloroplasten dieser sublitoralen Art und bestatigt
die Ergebnisse von Photosynthesemessungen an Ph. austrogeorgica nach UV-
Bestrahlung (Bischof et al., 1998). In arktischen und antarktischen Makroalgen
wurde bereits demonstriert, daB der Grad der UV- bzw. Starklicht-induzierten
Inhibition der Photosynthese und deren Erholung mit der Tiefenzonierung der
verschiedenen Arten korreliert (Bischof et al., 1998; Hanelt, 1998). In meinen
Untersuchungen reagierte Ph. austrogeorgica mit einer starkeren Inhibition der
Photosynthese auf den UV-Stress als P. decipiens, diese Art konnte sich im
Gegensatz zu P. decipiens nicht von der Photoinhibition erholen (siehe Abb. 7).
Neben den vergleichenden Ergebnissen in der Ultrastruktur und in der Photo-
synthese-Effizienz deuten auch die Daten der MDA-Konzentrationen auf eine
Korrelation mit der Tiefenzonierung hin. Hier zeigte sich schon bei einer UV-
Bestrahlung von drei Stunden, daB Ph. austrogeorgica eine hbhere Konzentra-
tion von MDA aufwies als P. decipiens (siehe Abb. 2), was auf starkere Mem-
branschadigung hinweist. Die extreme UV-Sensitivitat von Ph. austrogeorgica
kénnte damit zusammenhangen, daB diese Art keine Fahigkeit besitzt, MAAs
zu produzieren (Hoyer et al., 2001). MAAs wurden in der Literatur als wichtige
UV-absorbierende Verbindungen in Rotalgen diskutiert, die vor allem im Wel-
lenléangenbereich zwischen 310 und 360 nm absorbieren (Karentz et al., 1991).
Unter den schwachen UV-Bestrahlungsstarken im Sublitoral kann diese Art
Uberleben und sich reproduzieren. Bei einer Erhdhung des UV-Stresses konnte
das Uberleben von Ph. austrogeorgica in diesen Wassertiefen jedoch geféahrdet
sein. Palmaria-Arten besitzen im allgemeinen stets einen Pool an MAAs und die
Fahigkeit, diesen unter UV-Stress zu erhdhen (Karsten et al., 1998). Von die-
sem Pool ausgehend, bildete P. decipiens schon nach 8 Stunden MAAs, vor
allem P-334 (siehe Abb. 18). Noch héhere Konzentrationen wurden sogar in
Bangia atropurpurea nachgewiesen (Karsten und West, 2000), die nach 72
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Stunden UV-Bestrahlung mit einer Vesikulierung der Thylakoidstrukturen auf
den UV-Stress reagierte.

Ein weiterer ultrastruktureller Aspekt sind UV-sensitive Proteinkristalle in Ph.
austrogeorgica. Proteinkristalle werden neben Phycobilisomen in der Literatur
als Proteinspeicher diskutiert, die unter Stickstoffmangel mobilisiert werden
kénnen (Pueschel, 1992). Ph. austrogeorgica bildet verschiedene Arten von
Proteinkristallen aus. Zwei Typen wurden unter UV-Stress entweder zerstort
oder abgebaut, so daB das Protein flir Reparaturprozesse remobilisiert werden
kann (siehe Publikation 2, Abb. 20-25). Proteine absorbieren stark im UV-B-
Bereich und besitzen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm (Karentz, 1994).
UV-Exposition kann somit zu erhdhtem Proteinabbau und einer de novo-
Synthese fuhren, um UV-B-sensitive Proteine zu ersetzen (Cullen und Neale,
1994). Reparaturmechanismen fir UV-geschadigte Membranen (siehe Publika-
tion 2, Abb. 16) oder Elektronentransport-Komponenten erfordern verstarkte
Enzymaktivitaten und somit einen erhthten Stickstoffbedarf. So zeigen z. B.
Photosyntheseproteine, wie Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
(Rubisco) oder das PSll-Reaktionszentrum-Protein (D1) einen erhthten turn-
over durch UV-Bestrahlung, was wiederum zu einer Erniedrigung der Photo-
syntheseaktivitat fihren kann (Aro et al., 1993). Desweiteren erhéht sich die
Aktivitat von antioxidativen Enzymsystemen unter UV-Stress (Strid et al., 1994;
Jordan, 1996). UV-B-Strahlung kann sogar direkt das Stickstoff-
Aufnahmesystem in Phytoplankton beeintrachtigen, was zu erniedrigten Auf-
nahmeraten von Nitrat und Ammonium flhren kann (Déhler, 1992; Behrenfeld
et al., 1995). Somit kann eine Funktion der Proteinkristalle in Ph. austrogeorgica
die Stickstoff-Speicherung sein und als Puffer gegen den limitierenden Faktor
der UV-induzierten Stickstoff-Limitierung angesehen werden.

5.5 Effekte von UV-Strahlung auf die Genexpression von psbA und rbclL
in Palmaria decipiens

Regulierungsprozesse in der Photosynthese spielen eine wichtige Rolle in der
Reaktion von Pflanzenzellen auf UV-Stress. So wurde die Genexpression der
Photosynthese-Proteine Rubisco und D1 in Abhangigkeit von UV-Bestrahlung
untersucht. Die Transkript-Level von psbA (D1-Protein) nahmen im Vergleich
zur WeiBlichtkontrolle am Anfang und am Ende eines Tagesgangs zu, wahrend
rbeL-Transkripte (Rubisco LSU) lediglich in den ersten beiden Stunden héher
waren als die WeiBlichtkontrolle und im weiteren Tagesverlauf die Transkription
sogar unterdrlckt wurde (siehe Publikation 3, Abb. 3). Die anfangliche Zunah-
me beider Transkripte unter UV-Bestrahlung sind als Antwort auf eine erhéhte
Nachfrage der jeweiligen Proteine nach der nachtlichen Dunkelphase anzuse-
hen. Vergleichbare diurnale Fluktuationen in der photosynthetischen Genex-
pression unter Licht-Dunkel-Rhythmen sind schon an Cyanobakterien und hé-
heren Pflanzen beschrieben worden (Piechulla und Gruissem, 1987; Colén-
Lopez und Sherman, 1998; Reddy et al., 2000). Da UV-Bestrahlung die Abbau-
und Syntheserate des D1-Polypeptids erhoht (Greenberg et al., 1989), kann
man davon ausgehen, daB die psbA-Transkriptrate zunimmt, um zerstorte D1-
Proteine zu ersetzen. Eine solche Situation besteht nach 14 bis 16 Stunden UV-
Bestrahlung im Tagesgang (siehe Publikation 3, Abb. 3). Da die mRNA-
Transkripte fir das psbA-Gen unter UV sehr stabil sind (Strid et al., 1994),
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deuten diese Ergebnisse auf eine Regulation dieses Proteins auf der Ebene der
Transkription hin. In Pisum sativum (Jordan et al., 1991; A.-H.-Mackeress et
al., 1997; A.-H.-Mackerness et al.,, 1998; A.-H.-Mackerness et al., 1899) und
Arabidopsis thaliana (Jordan et al., 1998; John et al., 2001), nehmen die psbA-
Transkripte durch UV-Exposition ab, wahrend sie in Cyanobakterien zunehmen
(Campbell et al., 1998; Maté et al., 1998). Diese Zunahme wird durch die Syn-
these neuer Polypeptide als Ersatz flir die geschadigten D1-Proteine erkiért. Bei
rbel hingegen findet nach anfanglicher Transkriptzunahme eine Unterdriickung
des Transkriptievels statt. Dies kdnnte damit zusammenhéngen, daB keine zu-
satzlich synthetisierte Rubisco benétigt wird, der Transkriptionsapparat gescha-
digt ist oder die RNA-Stabilitat durch UV-Strahlung herabgesetzt wird. Rubisco
ist ein wichtiges Ziel der UV-Strahlung, da unter UV-Exposition die Quantitat
und Aktivitat dieses Enzyms in héheren Pflanzen und Makroalgen abnimmt
(Bischof et al., 2000).

Nach 8 Stunden im Langzeitversuch mit héheren UV-Bestrahlungsstarken (11
W m? UV-A und 1 W m? UV-B) sind die psbA-Transkriptmengen hoher als in
der WeiBlichtkontrolle. Nach 11 Tagen UV-Exposition steigt der Transkriptlievel
sogar auf (iber 400% im Vergleich zur WeiBlichtkontrolle an (siehe Publikation
3, Abb. 5). Auch hier kann man von einer erhéhten D1-Produktion aufgrund des
UV-Stresses ausgehen, um die geschédigten Reaktionszentren zu reparieren.
Die Regulation erfolgt somit auf transkriptioneller Ebene. Der rbcL-
Transkriptlevel hingegen bleibt innerhalb der ersten 3 Tage unterhalb der Kon-
trollwerte, eventuell aufgrund einer Schadigung des Transkriptionsapparates,
UV-zerstorter mRNA oder des fehlenden Bedarfs neu zu synthetisierender Ru-
bisco. Danach steigt der Level zun&chst auf Kontroliniveau an und erreicht nach
5 Tagen ein Maximum von 170 % der Kontrolle. Dies deutet auf eine Akklimati-
sation oder Aktivierung von Reparaturmechanismen hin. in héheren Pflanzen
nehmen psbA- und rbcL-Transkripte unter zusétzlicher UV-Exposition ab
(Jordan et al., 1992), wobei rbcL starker betroffen ist (A.-H.-Mackerness et al.,
1997; Jordan et al., 1998; A.-H.-Mackerness et al., 1999). Diese Ergebnisse
sind zun&chst vergleichbar mit meinen Daten, da die rbcL-Transkripte im Lang-
zeitversuch innerhalb der ersten drei Tage auf maximal 50 % der Kontrolle ab-
nehmen. Auch in meinen Arbeiten zeigt sich, daB psbA weniger sensitiv auf UV-
Exposition ist und schneller auf veranderte Bestrahlungsbedingungen reagieren
kann. Das D1-Protein wird demgemafB wahrend UV-Stress starker neu synthe-
tisiert als Rubisco und unterliegt somit einer starkeren Turn-over-Rate. Diese
Ergebnisse deuten eine UV-induzierte transkriptionelle Regulation des photo-
synthetischen Proteinmetabolismus an.

Hohe UV-Bestrahlungsstarken unterdrickten nach 1 Stunde den Transkriptievel
von psbA im Vergleich zum niedrigeren UV-Bestrahlungsansatz. Ahnlich verhalt
es sich bei rbcL. Bei psbA erfolgt jedoch innerhalb von 16 Stunden eine Anpas-
sung und die Transkriptlevels lUbersteigen die der Kontrolie, wahrend die rbcL-
Transkripte stark unterdrickt bleiben. Hier zeigt sich, daf der psbA-
Transkriptievel aufgrund der Umsatzrate schneller und direkter auf den UV-
Stress reagiert.

Im allgemeinen 148t sich sagen, daB die gegebenen UV-Bestrahlungsstarken
nicht ausreichen, um die Transkription von psbA und rbclL in P. decipiens soweit
zu schéadigen, daB keine Erholung unter UV-Stress mehr méglich ist. Dies ist
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ein weiterer Hinweis darauf, daB P. decipiens sehr gut an den Lebensraum des
oberen Sublitorals angepafBt ist und relativ schnell auf erhdhte UV-
Bestrahlungsstérken reagieren kann.

5.6  Schilussbetrachtungen

Mit dieser Arbeit sollte u. a. gezeigt werden, wie Palmaria decipiens auf UV-
Bestrahlung reagiert. Als eine Art des oberen Sublittorals ist sie relativ unemp-
findlich gegeniber natlrlichen UV-Bestrahlungsstérken, da sie kuzzeitige Ef-
fekte in der Ultrastruktur, Pigmentkonzentrationen, Photosynthese-Effizienz und
Energieleitung innerhalb des Photosystems ausgleichen kann. Ein erhéhter Ab-
bau von Photosynthese-Proteinen, wie Rubisco und D1 kann UGber die
Transkription reguliert werden. Zudem kann sich die Alge mittels schneller Pro-
duktion von MAAs vor schadigender UV-Strahlung schitzen.

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die UV-Schaden in der Ultrastruktur
bei eulittoralen Algen geringer sind als bei sublittoralen. Ein Vergleich verschie-
dener Parameter, wie Ultrastrukturveranderungen, MDA-Produktion und Photo-
synthese-Effizienz unter UV-Stress zwischen Palmaria decipiens und Phyco-
drys austrogeorgica zeigt, daB3 eine Korrelation zwischen der UV-Sensitivitat
und der Tiefenzonierung wahrscheiniich ist. Bei einer Erhdhung der antarkti-
schen UV-Strahlung aufgrund eines weiteren Ozonabbaus, ware Phycodrys
austrogeorgica wahrscheinlich nicht in der Lage, in ihrer bisherigen Wach-
stumstiefe zu Uberleben, da diese Art keine Mechanismen zum Schutz vor
schadigender UV-Strahlung, wie z. B. die Produktion von MAAs, besitzt.

Die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse bieten verschiedene Aspekte, die
in zukinftigen Arbeiten weiter verfolgt werden sollten. So erscheint es sinnvoli,
Messungen antioxidativer Schutzsysteme in antarktischen Rotalgen zu untersu-
chen, um den Schutz vor Membranschadigungen oder der aligemeinen Schadi-
gung der Photosynthese genauer betrachten und bewerten zu kénnen. Es soll-
ten weiterflihrende Versuche zur Genexpression unternommen werden, da
hiermit Hinweise auf die Regulation von Proteinen erlangt werden kdnnten. An
der hier geleisteten Pionierarbeit (iber Transkriptlevel in Rotalgen kénnte somit
angeschlossen werden, da die notwendigen Methoden neu entwickelt wurden.
Aufschlussreich waren neben photosynthetischen Proteinen vor allem Untersu-
chungen Uber die Genexpression von antioxidativen und in der MAA-Synthese
involvierten Enzymen, die sehr gut mit Ergebnissen auf der Proteinebene der
jeweiligen Enzyme verknUpft werden kdnnten.
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